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RESUMO

As betalainas sdo pigmentos naturais com alto poder antioxidante, sendo associado a
manutencdo da salude. Entretanto, sdo sensiveis a fatores como alta temperatura, presencédo de
luz e oxigénio, bem como pH fora da faixa de 4 a 7. Microencapsulacdo associada a métodos
de extracdo e secagem especificos tem sido uma alternativa para melhorar a estabilidade de
pigmentos tornando possivel sua incorporacdo em deferentes matrizes alimenticias. Dessa
forma, objetivou-se extrair e caracterizar um corante natural obtido do co-produto de beterraba
foi encapsulado para aplicacdo em matrizes alimenticias. O extrato foi obtido por sonicacéo em
ultrassom das cascas por meio de um Delineamento Experimental (DCCR), com base na
Metodologia de Superficie de Resposta (MSR), utilizando amplitude, pH e tempo de extracao
como variaveis independentes. Quatro extratos foram escolhidos e encapsulados por meio de
gelificagdo idnica, com alginato como material de parede. As capsulas foram liofilizadas, e
analisadas por microscopia Optica, teor de umidade e atividade de 4gua (aw), taxa de retencdo
dos corantes, quantidade de polifendis, atividade antioxidante, cor, estabilidade do corante e
analise sensorial por meio de teste de aceitabilidade, analise de componentes principais (ACP)
pelo método Check All That Aplly (CATA) e teste de idealidade. O pH foi a variavel
independente mais significativa para extracdo de compostos bioativos nos extratos, sendo que
o0 tratamento com maiores valores das variaveis independentes (T8), obteve maior quantidade
de polifendis (689,9+3,1mg/100g). J& o tratamento T3 de pH 4, associado a um tempo mais
curto de extracdo (603,6 segundos) coloracdo mais forte e mais diferente das demais. Apds
secagem, as particulas apresentaram tamanho entre 697,56+154,18 e 844,83+180,9um e
contetdo abaixo de 0,57 + 0,02 para aw. T8 e T10 com maiores valores de pH e tempo de
extracdo apresentaram altas taxas de retencdo para quantidade de betalainas e atividade
antioxidante. Em relacdo a estabilidade, T3 presentou menor taxa de degradacédo apés 15 dias
na auséncia de luz. Na andlise sensorial, a amostra contendo T3 foi a que mais se aproximou
das caracteristica ideais para um iogurte com corante natural. Dessa forma pode-se concluir que
0 processo de extracdo, associado ao metodo microencapsulamento do corante contribuiu para

a obtencéo e preservacdo de altas taxas de compostos bioativos e atividade antioxidante.

Palavras-chave: Pigmento. Antioxidantes. Cascas. Polifenois. Betalainas. Gelificagao.



ABSTRACT

Betalains are natural pigments with high antioxidant power and are associated with health
maintenance. However, they are sensitive to factors such as high temperature, light and oxygen
presence as well as pH outside the range of 4 to 7. Microencapsulation associated with specific
extraction and drying methods has been an alternative to improve pigment stability making it
possible to incorporate pigments in different food matrices. Thus, the objective was to extract
and characterize a natural dye obtained from the beet co-product was encapsulated for
application in food matrices. The extract was obtained by sonication of the bark by means of
an Experimental Design (DCCR), based on the Response Surface Methodology (MSR), using
amplitude, pH and extraction time as independent variables. Four extracts were chosen and
encapsulated by ionic gelation, with alginate as the wall material. The capsules were lyophilized
and analyzed by light microscopy, moisture content and water activity (aw), dye retention rate,
amount of polyphenols, antioxidant activity, color, dye stability and sensory analysis by
acceptability testing. principal component analysis (PCA) by the method Check All That Aplly
(CATA) and ideality test. The pH was the most significant independent variable for extraction
of bioactive compounds in the extracts, and the treatment with higher values of independent
variables (T8), obtained higher amount of polyphenols (689.9 + 3.1mg / 100g). Already the T3
treatment of pH 4, associated with a shorter extraction time (603.6 seconds) stronger color and
more different from the others. After drying, the particles had a size between 697.56 + 154.18
and 844.83 + 180.9um and content below 0.57 £+ 0.02 for aw. T8 and T10 with higher pH values
and extraction time showed high retention rates for betalain amount and antioxidant activity.
Regarding stability, T3 presented lower degradation rate after 15 days in the absence of light.
In the sensory analysis, the sample containing T3 was the closest to the ideal characteristics for
a natural-colored yogurt. Thus, it can be concluded that the extraction process, associated with
the dye microencapsulation method, contributed to obtain and preserve high rates of bioactive

compounds and antioxidant activity.

Keywords: Pigment. Antioxidants. Shells. Polyphenols. Betalains. Ionic Gelation.
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1 INTRODUCAO

O desperdicio de alimentos é um dos problemas que pesquisadores do mundo
inteiro buscam solucionar nos dias de hoje, pois contempla fatores como preparo em
quantidades excessivas, armazenamento inadequado, ndo aproveitamento de partes néo
convensionais de frutos e hortalicas, gerando residuos. Em contrapartida, a utilizagdo desses
residuos permite a reducdo do lixo descartado no meio ambiente, preservando 0s recursos
naturais, contribuindo na reducdo de custos para agroindustria e agregando valor a um
subproduto outrora descartado.

Dentre os residuos de alimentos, encontram-se 0s residuos vegetais, os quais podem
ser compostos de talos, cascas, sementes, folhas, bagacos ou qualquer outro derivado do vegetal
que difere da parte principal utilizada como alimento. Contudo, estudos mostram que partes
consideradas menos nobres sdo descartados pela indUstria podem ser utilizadas como fonte de
nutrientes e compostos funcionais (SANTOS et al., 2017).

Nos ultimos anos houve um aumento no interesse pela utilizacao de co-produtos de
frutos e legumes devido seus elevados teores de compostos fenolicos, sendo considerada uma
potente fonte de antioxidantes naturais, e também reconhecida por sua atividade biolégica,
relacionada diretamente com beneficios & satide (GONZALEZ-CENTENO et al., 2015).

Diante desse cenario de sustentabilidade alimentar as cascas de beterraba s&o um
exemplo de residuo ainda muito pouco explorado pela industria alimenticia, sendo utilizadas
como complemento da alimentac&o animal ou como fertilizante organico. Quando as cascas de
beterraba sdo utilizadas como fonte de pigmentos naturais, elas deixam de ser um residuo da
agroindustria e passam a ter um valor agregado, tornando-se um co-produto.

Os pigmentos presentes nas cascas da beterraba séo conhecidos como betalainas, as
quais sdo responsaveis pela sua intensa coloracdo vermelho-violeta. As betalainas das cascas
da beterrada (Beta vulgaris L.) apresentam grande potencial ndo somente em relagéo ao seu alto
poder corante, mas também devido & suas propriedades bioativas, como acdo antioxidante,
propriedades anticancerigenas, hepatoprotetoras, anti-inflamatérias, dentre outras. Em
contrapartida, sabe-se que grande parte dos corantes artificiais podem prejudicar a saude. Dessa
forma, utilizar as betalainas como corantes naturais em matrizes alimenticias pode ser uma
alternativa benéfica a saude humana como forma de combate aos radicais livres, no combate a

formacdode tumores, propriedades anti-inflamatdrias e hepatoprotetoras.
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Um fator que dificulta a utilizacdo destes pigmentos € a sua grande tendéncia a
degradacdo a partir do momento em que sdo extraidos, em decorréncia do rompimento do tecido
vegetal. Fatores como alta temperatura, presenca de luz, presenca de oxigénio, umidade e pH
alteram a estabilidade das betalainas. Desta forma, a escolha do método de extracéo deve levar
em consideracdo tais fatores, além do uso de mecanismos que venham a preservar a estabilidade
do pigmento, visando reduzir ao maximo sua degradacéo.

Rocha, Favaro-Trindade e Grosso (2012) relataram que o encapsulamento é uma
alternativa viavel para aumentar a estabilidade das betalainas apds sua extracdo, mantendo suas
propriedades bioativas. Tal processo consiste, basicamente, em um empacotamento de
particulas por uma membrana, que por sua vez as isola e as protege do meio externo, e que vem
sendo empregada com éxito em diversos setores das industrias, ndo s6 alimenticia como
tambeém farmacéutica e de cosmético.

As bebidas lacteas muitas vezes utilizam corantes e aromatizantes artificiais.
Alguns iorgutes por exemplo, usam corantes de coloragdo avermelhada semelhante a coloragdo
das betalainas obtidas das cascas de beterraba, assim seu uso como corante natural pode ser
viavel, uma vez que o mercado de pigmentos naturais esta em expanséao e ha necessidade de se

encontrar fontes alternativas para a substituicdo dos corantes artificiais em alimentos.
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2 OBJETIVO GERAL

Obtencéo e caracterizacdo de um corante natural extraido das cascas da beterraba
(Beta. vulgaris L.), encapsulado com alginato como agente encapsulante, visando aplicacéo

tecnoldgica em iogurte natural.

2.1 Objetivos especificos

1. Avaliar as melhores condicdes de extracdo assistida por ultrassom (EAU) de um corante
natural das cascas de beterraba, com base no delineamento do composto central rotacional
(DCCR), utilizando a amplitude do ultrassom, tempo de extracdo e pH dos extratos como
varidveis independentes e quantidade de betalainas totais, polifendis totais, atividade
antioxidante e cor como variaveis dependentes; através da metodologia de superficie de
resposta (MSR).

2. Obter microesferas por meior do encapsulamento dos extratos com alginato de calcio como
agente encapsulante e gluconolactato como agente reticulante, por meio de gelificacdo
ibnica, utilizando liofilizagdo como processo de secagem;

3. Observar a forma e o tamanho das microesferas apds o processo de secagem através de
analise de imagem em microscopio éptico;

4. Caracterizar as capsulas quanto sua atividade de 4gua, umidade e solubilidade;

5. Avaliar se houve alteracdo na quantidade de betalainas, polifendis, atividade antioxidante e
cor apos o encapsulamento e secagem do corante.

6. Avaliar a eficiéncia do encapsulamento, através da taxa de retencdo da quantidade de
betalainas e polifendis totais, atividade antioxidante e cor das microesferas apds o processo
de encapsulamento.

7. Avaliar a estabilidade dos extratos encapsulados na presenca e auséncia de luz através do
contetdo de betalainas total durante 15 dias;

8. Avaliar a eficiéncia do corante natural adicionado em iogurte, por meio de analise sensorial

visual.
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3 REVISAO LITERARIA

3.1. Aproveitamento de Residuos Agroindustriais

De acordo com a pesquisa realizada pela FAO, aproximadamente 1,3 bilh&o de
toneladas de alimentos séo anualmente desperdigados ou perdidos em todo o mundo, o que
representa cerca de um terco de toda a producao para consumo humano. As maiores perdas vém
de frutas e legumes, responsaveis por até 50% da producéo, ocorrendo principalmente durante
as etapas de processamento e pos-colheita (FAO, 2016).

Esse desperdicio, além de estar relacionado com o preparo em quantidades
excessivas e 0 armazenamento inadequado, também contempla o que ocorre quando partes
consideradas menos nobres dos alimentos sao tratadas como residuos, sem que a sua qualidade
nutricional e/ou funcional seja de alguma forma aproveitada, ocasionando mal-uso de recursos,
problemas ambientais e econdmicos, tornando-se um desafio moral para a sociedade
(MIRABELLA; CASTELLANI; SALA, 2014).

Tradicionalmente, as camadas mais externas dos frutos e as extremidades dos
legumes séo removidas durante o processamento. Essas partes compreendem essencialmente
caules, talos, cascas, folhas, bagaco ou qualquer outra por¢cdo do vegetal, como as sementes,
que difere da parte principal utilizada usualmente como alimento. Contudo, estudos mostram
que partes consideradas menos nobres podem ser subprodutos com potencial para utilizacdo
como fonte de nutrientes e moléculas bioativas (ANDRADE; FERREIRA; GONCALVES,
2014, FERREIRA et al., 2015, SANTOS et al., 2017).

Na literatura, encontram-se diversos estudos que avaliaram a utilizacdo de
subprodutos da agroindustria como fonte de compostos bioativos ou substitutos de matérias-
primas mais nobres. Carmo et al. (2018), em seu estudo de extragdo assistida por ultrassom de
betalinas de casca de quinoa (Chenopodium quinoa W.), concluiram que as cascas de quinoa
sdo uma boa fonte de betalainas e a presenca de saponinas nos extratos pode ajudar a produzir
um ingrediente bifuncional Unico para as induastrias alimenticia e farmacéutica. Ja Bressiani et
al. (2017) avaliaram sensorialmente junto a 111 provadores ndo treinados (clientes e
funcionarios) um bolo produzido com o aproveitamento das cascas de banana em estado de
maturacdo avancado, com coloragdo amarelada, obtendo indice de aceitabilidade proximo a
86% dentre seus provadores, que indica 6tima nivel de aceitag&o.

Outro uso potencial desse residuo de vegetais pode ser no ramo de embalagens para

alimentos. Brito et al. (2019) utilizaram farinhas de residuos de frutas e legumes com diferentes
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granulometrias como matéria-prima para preparacdo de filmes biodegradaveis enriquecidos
com pectina e concluiram que diferentes fracGes de residuos podem ter diferentes aplicacdes,
dependendo do tamanho e composicédo das particulas como fibras dietéticas ou como producéo
de filmes biodegradaveis.

Nesse sentido, a beterraba (Beta vulgaris L.) € uma das principais hortalicas
cultivadas no Brasil, com diversos bidtipos, cujas raizes e folhas séo utilizadas na alimentacéo
humana. Rica em compostos bioativos, a beterraba muitas vezes ndo é aproveitada de forma
integral, gerando residuo. Segundo Santos et al. (2017), talos e as cascas de beterraba sdo um
exemplo de residuo ainda muito pouco explorado pela inddstria alimenticia. Geralmente, sdo
utilizados apenas como complemento da alimentacdo animal ou fertilizante organico. Quando
os talos de beterraba sdo utilizados como fonte de pigmentos naturais, eles deixam de ser um
residuo da agroindustria e passam a ser um co-produto com valor agregado e com aplicacdo

tecnoldgica.

3.2 Beterraba (Beta vulgaris L.)

A beterraba é uma dicotileddnea pertencente a familia Chenopodiacea, sendo
originaria das regides de clima temperado da Europa e do Norte da Africa. Apresenta raiz
tuberosa de formato globular que se desenvolve quase a superficie do solo, com sabor
acentuadamente doce e coloracdo purpura. Apresenta alta capacidade de cultivo e baixo custo
de processamento (CLIFFORD et al., 2015, FERREIRA, 2010). Possui teor significativo de
vitaminas, proteinas, lipideos, carboidratos e minerais como K, Fe, Cu, Zn e Na conforme
mostra a tabela 1.

Além do seu alto valor nutricional, a beterraba é também considerada um alimento
funcional (CLIFFORD et al., 2015). Os alimentos fucncionais quando consumidos como parte
da dieta, além de fornerem nutrientes basicos, apresentam beneficios para o funcionamento
metabolico e fisiologico, proporcionando melhora a saude fisica e mental, prevenindo o
desenvolvimento de doengas cronico degenerativas. A beterraba é proposta como um alimento
promotor da salde, que além de estimular o sistema imunoldgico, reduz risco de desenvolver
doenca cardiovascular (FERREIRA, 2010; CLIFFORD et al., 2015).
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Tabela 1 Composicao nutricional da beterraba (Beta vulgaris L.) in natura.

Componentes Teor (em 100g)

Unidade TACO. 2011 TIVELLI et al., 2009

Calornas (Valor energético) Kcal 49 43
Agua G 86 87.3
Proteina G 1.9 1.6
Lipideos G 0.1 0.1
Carboidratos G 11.1 9.9
Fibra alimentar G 34 0.8
Cinzas G 0.9 1.1
Calcio Mg 18 16
Fosforo Mg 19 33
Ferro Mg 0.3 0.7
Sadio Mg 10 60
Potassio Mg 375 335
Magnésio Mg 24 -

Manganés Mg 1,23 -

Cobre Mg 0,08 -

Zinco Mg 0.5 -

Vitamina A (Retinol) Mg - 20
Vitamina Bl {Tiamina) Mg 0,04 0,03
Vitamina B2 (Riboflavina) Mg - 0,05
Vitamina B3 (Miacina) Mg - 0.4
Vitamina B6 (Piridoxina) Mg 0.04 -

Vitamina C Mg 3.1 10

Fonte: Taco, (2011) e Tivelli et al. (2009)

As principais regides produtoras de beterraba no Brasil estdo localizadas nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parana e Rio Grande do Sul. Das propriedades produtoras
de beterraba existentes no pais, 42% estdo na Regido Sudeste e 35% na Regido Sul, sendo as
demais regides responsaveis por apenas 23% da producdo nacional. No Nordeste, o cultivo
dessa hortalica é reduzido, pois as temperaturas mais elevadas tendem a reduzir a pigmentacao
e consequentemente a qualidade do produto (MARQUES et al., 2010).

A beterraba é uma das principais hortalicas cultivadas no Brasil, conhecida como
beterraba de mesa, ao longo da década de 2000 foi observado um crescimento na demanda
brasileira para o consumo de beterrabas in natura, bem como do nimero de beterrabas
utilizadas na fabricagéo de conservas industriais, alimentos infantis e corantes, aplicados em
sopas desidratadas, iogurtes e molhos ketchups. (TIVELLI et al., 2011).

Sdo trés os tipos de beterraba existentes: beterraba horticula ou de mesa, beterraba
acucareira e beterraba forrageira, sendo que, no Brasil, somente a beterraba horticula é cultivada
comercialmente (CORREA, 2014). A beterraba se divide em bulbo, talos e folhas, sendo as

diferentes partes dessa hortalica apresentadas na figura 1.
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Figura 1 Beterraba e suas diferentes partes, (a) beterrabas inteiras, (b) talos da
beterraba, (c) bulbos e (d) folhas.

Fonte: o autor

A beterraba é composta por altos niveis do pigmento betalaina (GULDIKEN et al.,
2016), carotenoides (NINFALI; ANGELINO, 2013), polifendis, flavonoides, saponinase e
nitrato (LIDDER; WEBB, 2013). Alguns compostos bioativos foram encontrados em baixos
niveis, como glicina, betaina e folato. Os compostos bioativos identificados por Clifford et al.

(2015), séo apresentados na figura 2.

Figura .2 Composicao de bioativos presentes na beterraba
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Fonte: Clifford et al. (2015).
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Compostos fendlicos sdo uma grande classe de metabdlitos pertencentes as plantas
e significativos para a qualidade de alimentos. A beterraba tem alta quantidade de flavondides
e compostos fenolicos. Os compostos fendlicos altamente instaveis isolados da casca da
beterraba  5,50,6,60-tetra-hidroxi-3,30-biindolilo; um  dimero de é&cido  5,6-
dihydroxyindolecarboxylic e betalainas composto de vulgaxanthin 1, 1l vulgaxanthin,
indicaxanthin, prebetanin, isobetanin, betanina e neobetanin (NEMZER et al., 2011).
Vasconcellos et al. (2016), compararam o teor total de fenolicos em suco de beterraba crua,
batatas fritas, beterraba em pé e cozida. A parte da raiz geralmente contém o menor conteido
de compostos fendlicos. Foi relatado que suco de beterraba e beterraba cozida possuem maior
teor de fendlicos totais do que beterraba frita e em p6 devido a perda de compostos durante o
processo de secagem.

No estudo desenvolvido por Koubaier et al. (2014) foi comparado a quantidade de
betalainas, a composicao de fendlicos totais e a atividade antioxidante da polpa e dos talos da
beterraba. O extrato obtido da polpa demostrou um maior quantidade de betalainas do que os
talos, com teor maximo de 53 + 4mg de betanina equivalente por grama de extrato, 46 £ 3mg
vulgaxantina | equivalente por grama de extrato para as raizes, 11 + 0,5mg de betanina
equivalente por grama de extrato, 10,4 = 0,8mg vulgaxantina | equivalente por grama de extrato
para os talos. O suco da polpa apresentou maior atividade antioxidante, associada a maior
quantidade de betalainas presentes, e menor concentragdo de fendlicos totais que os talos.

Bassi (2014) destaca, entre os beneficios do consumo da beterraba, o fato dela ser
um auxiliar na reducdo da pressdo arterial, 6timo antioxidante natural, agindo contra o
envelhecimento celular e reduzindo o risco de alguns tipos de cancer. E fonte de vitamina A e
vitaminas do complexo B, importantes para o sistema imunoldgico, incluindo o acido félico,
relacionado a boa formacéo fetal.

O consumo de beterraba vermelha vem aumentando no mercado de processamento.
As propriedades funcionais da beterraba sdo devido a presenca de polifendis e betalainas,
compostos importantes derivados do metabolismo secundario das plantas (LOPEZ-NIEVES et
al., 2018).

3.2.1 Betalainas

As betalainas sdo pigmentos naturais nitrogenados e hidrossollveis, sintetizados a

partir do aminodacido tirosina e sdo amplamente utilizados como corante na industria


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/beet
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/red
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/polyphenol
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/betalain
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/pharmacological-metabolism
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814619303541#b0105
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814619303541#b0105
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alimenticia. Esses pigmentos estdo presentes nas plantas da ordem Caryophyllales
(ESCRIBANO et al., 2017) e se dividem em dois grupos estruturais, betacianinas (de coloracéo
vermelho-violeta) e betaxantinas (de coloracdo amarelo-alaranjada), sendo o acido betalamico
um cromoforo comum para ambas as estruturas quimicas, segundo Azeredo (2009) e Gongalves
et al. (2015), conforme a figura 3. Khan e Giridhar (2015) reportam que, até o ano de 2015,
cerca de 75 estruturas de betalainas (incluindo betacianinas e betaxantinas) foram identificadas
em aproximadamente 17 familias das 34 familias conhecidas da ordem Caryophyllales, cujo

representante é a familia das beterrabas vermelhas.

Figura 3 Estrutura geral das betacianinas (R e R1), das betaxantinas (R2 e R3) e
estrutura do acido betalamico, precursor comum a todas as betalainas.

ROs
' v
"""""""""""""" RIO—Z%, 4 e
5 5 J\ﬁ COOH Ri%-"~cooH
| P |
H HO.C” N
H
: forma iso
. | I lis | Rl |
HOOC™ “N” “COOH | HOOC™ "N ~COOH HOOG™ "N~ ~COOH
Acido Betalamico (HBt) : Betacianinas Betaxantinas

Fonte: Gongalves et al. (2015).

Betacianinas e betaxantinas exibem absorcdo maxima em 532-550 nm e 457-485
nm, respectivamente. O sistema de ligacdo dupla conjugada da porcdo acido betalamico
constitui o croméforo responsavel por estas absor¢des e, consequentemente, pela cor vivida
(KHAN, 2016). As betacianinas podem ser classificadas por sua estrutura quimica em quatro
tipos: betanina, amarantina, gonferina e bougainvilina. Até o momento sdo descritos
aproximadamente 50 tipos de betacianinas e 20 tipos de betaxantinas. As beterrabas contém
ambos 0s corantes, cerca de 75-95% de betacianina (betanina) e aproximadamente 95% de
betaxantina (vulgaxantina I) (CHHIKARA et al., 2019).

Apesar de apresentarem coloracbes semelhantes as plantas que possuem
antocianinas, diferentemente destas, a coloracdo dos compostos ricos em betalainas € menos
afetada pelo pH do meio. A estabilidade da coloragdo em um meio com pH no intervalo entre
3 e 7 torna particularmente adequada a aplicacdo de betalainas para uma ampla faixa de
alimentos acidos e neutros (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Dessa forma, as betalainas podem
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ser uma alternativa para substituir as antocianinas como corante natural em uma vasta gama de
produtos alimenticios. Segundo Gongalves et al. (2012), o extrato de betalainas retirado da
beterraba vermelha é utilizado amplamente como corante natural em produtos lacteos, bebidas

e doces.

3.2.2 Betalainas como corantes naturais

A preocupacdo com a seguranga alimentar e forte demanda por produtos mais
naturais tém estimulado esforgos para a substituicdo de alimentos contendo corantes artificiais
por pigmentos naturais, reforcada nos ultimos anos pelos potenciais beneficios para a saude.

Na literatura ha varios estudos evidenciando o uso de betalainas de diferentes fontes
como corante natural em diversos produtos de matriz alimenticia. Roriz et al. (2018) utilizou a
perpétua (Gomphrena globosa L.) como nova fonte de betacianinas para incorporacdo em
sorvetes e comparacdo com extratos de raizes de beterraba e betalainas comerciais, Sigurdson
e Tang (2017) estudaram o uso de betalainas da beterraba (Beta Vulgaris L.) como corante
natural com potencial aplicagdo em matrizes alimenticias. Wong e Siow (2015) abordaram os
efeitos do calor, pH, antioxidante, agitacdo e de luz sobre a estabilidade de betacianina da polpa
de fruto do dragdo vermelho (Hylocereus polyrhizus) aplicados em sucos.

A betanina, tipo de betalaina extraida da beterraba, foi comercializada como um
corante alimentar natural, aprovado pela Unido Européia e pela Food and Drug Administration
(FDA) nos EUA. Seu uso €, no entanto, limitado devido seu alto teor de nitrato e seu sabor
terroso causado por derivados de geosmina e pirazina (STINTZING; CARLE, 2004). Limitacédo
essa, que pode ser diluida através da escolha de métodos apropriados de pré-tratamento e
extracdo, como uso de equipamentos com emissao de ondas ultrassonicas, uso de temperaturas
acima de 70°C, secagem por liofilizacdo, spray-dried, que possibilitem a eliminacdo desses
compostos (NGAMWONGLUMLERT; DEVAHASTIN; CHIEWCHAN, 2017). Avancos na
tecnologia de processamento e estabilizacdo (CELLI; BROOKS, 2017), disponibilidade de
amplo espectro de cor, melhor qualidade de pigmentos desprovidos de sabor estranho, e a
possibilidade de desenvolver formulacgdes fortificadas com betalaina contendo certos outros
componentes bioativos e nutricionais, foram estudadas e obtendo resultados positivos para
utilizacdo desse corante (KHAN; GIRIDHAR, 2015).

Ja os corantes artificiais s&o uma classe de aditivos sem valor nutritivo, introduzidos

nos alimentos e bebidas com o Unico objetivo de conferir cor, tornando-os mais atrativos. Por
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esse motivo, do ponto de vista da saude, os corantes artificiais em geral ndo sdo recomendados,
justificando seu uso, quase que exclusivamente, do ponto de vista comercial e tecnoldgico.
Mesmo assim, os corantes sdo amplamente utilizados nos alimentos e bebidas devido a sua
grande importancia no aumento da aceitacdo dos produtos (TOLEDO; GUERCHON, 1990).

Celli e Brooks (2017) afirmam que o uso de betalainas como pigmento em
alimentos traz grandes beneficios a salde daqueles que os ingerem, devido as suas propriedades
antioxidantes, mas que a substituicdo dos corantes sinteticos pelos naturais é desafiadora. Sendo
a beterraba a fonte mais utilizada para a obtencéo de betalainas.

Segundo Downham e Collins (2000), muitos estudos estdo tentando demonstrar
as reacOes adversas que 0s corantes podem causar a salde, assim, 0 monitoramento dos teores
destes em alimentos teem contribuido para alertar o consumo consciente desses produtos em
alimentos e cada vez mais despertar os consumidores para 0 uso de alimentos naturais com

propriedades que tragam beneficios a saude.

3.2.3 Propriedades das betalainas benéficas a satde

Além das propriedades corantes, as betalainas presentes na beterraba possuem uma
vasta gama de atividades bioldgicas desejaveis, tais como atividades antioxidantes, anti-
inflamatorias, bem como propriedades hepatoprotetoras e anticancerigenas (GEORGIEV et al.,
2010, GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2015). Estudos com diferentes linhas celulares
demonstraram o potencial das betalainas na quimioprevencdo do cancer a partir de
experimentos em camundongos, mostrando que essas substancias inibem a formacgdo de
tumores (GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016).

Os nitratos presentes na beterraba tém a capacidade de baixar a pressao arterial,
proteger contra danos por isquemia-reperfusdo e modulacdo da funcdo mitocondrial
(SATYANAND et al., 2014). Ele reduz o mau colesterol, (LDL) e normaliza a pressao arterial
(GULDIKEN et al., 2016). Extratos de beterraba tém atividade anti-hipertensiva e
hipoglicémica (NINFALI; ANGELINO, 2013). Além disso, a beterraba fornece fitoquimicos
que estimulam a protecdo hematopoiética, do sistema imunoldgico, dos rins e do figado
(MIRAJ, 2016).

Os fitoquimicos presentes na beterraba contribuem com a reducdo do estresse
oxidativo associado a idade, bem como na manutencgéo das fungdes cognitivas como percepgéao,

aprendizagem, comunicacdo e tomada de decisdo. A beterraba é um gerador de 6xido nitrico
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(NO) com potencial para melhorar o fluxo cerebrovascular (PRESLEY etal., 2011). O consumo
de beterraba aumentou o nivel de nitrato no plasma em cerca de 96% (SATYANAND et al.,
2014).

A suplementacdo dietética com suco de beterraba, impacta positivamente as
respostas biologicas ao exercicio e melhora a satde cardiovascular (WYLIE et al., 2013). Suco
de beterraba é relatado para ajudar na purificagdo do sangue e identificado como um grande
construtor de sangue sendo rico em teor de ferro, regenera e reativa as células vermelhas do
sangue e fornece oxigénio fresco para o corpo (COLES; CLIFTON, 2012). A beterraba contém
macronutrientes e micronutrientes que sdo responsaveis por excelentes propriedades
fisioldgicas. O &cido folico presente na beterraba ajuda a prevenir o cancer e a cooperagao da
vitamina B contribui para o0 bom funcionamento do sistema nervoso (SZEKELY et al., 2016).
Chandran et al. (2012), concluiram que o consumo regular de produtos de beterraba nos
alimentos protege contra doencas relacionadas ao estresse oxidativo e mantém uma boa
digestao.

Pesquisas farmacoldgicas feitas por muitos pesquisadores alertaram que a beterraba
era eficaz e vantajosa no tratamento de varias doencas. Além disso, efeitos anti-stress, anti-
ansiedade e anti-depressivos do extrato de folhas de beterraba foram investigados em
camundongos. Ele exibe atividade ansiolitica e antidepressiva em ratos estressados, juntamente
com a boa propriedade antioxidante. A uridina, extraida pela beterraba sacarina, pode ser usada
com dmega-3 para sobrecarregar ou prevenir a depressao, alterando o humor e relaxando o
corpo (SULAKHIYA et al., 2016, MIRAJ, 2016).

No entanto, betalains e compostos fendlicos se degradam rapidamente devido a sua
alta reatividade sob diferentes condiges, tais como temperatura, pH, oxigénio e luz (KHAN,
2016). Portanto, a fraca estabilidade de betalainas e compostos fendlicos € um grande desafio

na extracdo, processamento e armazenamento do extrato de beterraba (MEREDDY et al., 2017).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814619310969#b0105
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814619310969#b0105
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814619310969#b0140

25

3.2.4 Degradacdo das betalainas

Betalainas, assim como o restante dos pigmentos naturais, apresentam menor
estabilidade quando comparadas a corantes sintéticos. Varios fatores afetam essa estabilidade,
incluindo calor, oxigénio, luz, acdo de enzimas e, embora as betalainas apresentem estabilidade
em uma ampla faixa de pH, condi¢des de pH além dessa faixa podem levar a aceleracdo da
degradacdo do pigmento (STINTZING; CARLE, 2004, SANTOS et al., 2017). Segundo
Guldiken et al. (2016), os fatores que influenciam a estabilidade de antioxidantes ou pigmentos
durante o processamento e armazenamento sao pH, temperatura, atividade de agua, oxigénio,
metais e radiacdo ionica.

A estabilidade 6tima das betalainas foi demonstrada na faixa de pH de 3 a 7,
sugerindo seu uso em diferentes formulacGes de alimentos, especialmente em alimentos
acidos. Betalains sdo estaveis em extratos em pH 5, no entanto, abaixo de pH 3, a cor da
betanina se move em direcéo violeta e acima de pH 7, mudanca de cor para azul (WOOTTON-
BEARD; MORAN; RYAN, 2011). No estudo realizado por Di Genoa et al. (2009), de
influéncia do pH sobre estrutura de beterraba, relatou que a betanina (betacianina responsavel
pela coloracdo vermelha) mostrou-se mais estavel em meios com pH numa faixa acima de 7.

Ja o processamento térmico é geralmente usado no desenvolvimento de diferentes
produtos processados. A temperatura afeta a estabilidade das betalainas e o aumento da
temperatura resulta na degradacédo das betalainas, bem como na degradacdo das enzimas PPO
(polifenol oxidase). No entanto, a degradacdo térmica também ¢é afetada pela faixa de
temperatura, extensdo de aquecimento, presenca de oxigénio e concentragdo de pigmentos
(HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006). Em condi¢cfes de processamento de elevadas
temperaturas ou meio excessivamente acidos, pode ocasionar a degradacdo por glicolise, na
qgual a ligacdo da betanina com a glicose é quebrada, resultando em um deslocamento
batocromico (STINTZING; CARLE, 2004). Outro tipo de reacdo que pode levar a degradagédo
de betalainas € a hidrdlise. Essa € uma reagdo de comum ocorréncia durante tratamentos
térmicos e provoca a quebra da ligagdo aldimina do pigmento. Essa quebra acarreta na
separagdo da betanina em &cido betaldmico, com coloracdo amarela, e ciclodopa-5-O-
glicosideo (incolor), levando a uma redugdo no poder tintorial do corante e um deslocamento
da cor para o amarelo ou marrom (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

As cores sdo oxidadas e degradadas na presenca de luz. Existe uma relacdo inversa

entre a intensidade da luz na faixa de 2200 a 4400 lux e a estabilidade da betalaina. A imerséo
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de luz na faixa UV e visivel excita os elétrons do cromoforo da betalaina para um estado mais
energético, iniciando uma maior reatividade ou diminuindo a energia de ativacdo da molécula.
No entanto, o efeito da luz é insignificante sob condi¢des anaerdbicas (PACIULLI et al., 2016).

Dessa forma, o método de extracdo das betalainas deve ser escolhido de modo a
minimizar os efeitos de degradacdo das mesma, conhecendo-se as condi¢Ges adequadas que
favoreca a manutencédo das propriedades e a cor das mesmas.

3.3 Meétodos de extracao de bioativos

Diversos fatores podem influenciar na obteng¢ao de compostos bioativos, tais como:
a metodologia de extracdo, natureza da matriz vegetal, tamanho das particulas, solvente
utilizado, tempo e temperatura, tornando a extracdo uma etapa de grande importancia para a
obtencdo de compostos funcionais, interferindo no isolamento, identificacdo e, por
consequéncia, na utilizacdo posterior dos mesmos (RADHAKRISHNAN et al., 2013). A
técnica convencional de extracdo de compostos bioativos de origem vegetal € a extracdo solido-
liquido utilizando solventes organicos e uso de altas temperaturas (LAQUI-VILCA et al.,
2018). As principais desvantagens desse método sdo o longo tempo de processamento, a
degradacdo de compostos bioativos durante o processamento e 0 uso de solventes organicos
toxicos (ALBAHARI et al., 2018). Esta preocupacdo levou ao desenvolvimento de técnicas
econdmicas e eficientes para uma extracdo branda de compostos bioativos (LAQUI-VILCA et
al., 2018).

Varios métodos de extracdo sdo aplicados para obtencdo de bioativos; a extracao
s6lido-liquido, por exemplo, pode utilizar gua como solvente (CISSE et al., 2012) ou um
solvente organico (ZAGHDOUDI et al., 2015). Pode-se citar, ainda, como métodos de extracéo,
a aplicacdo de tecnologias ndo térmicas (BRIONES-LABARCA et al., 2015), tecnologias que
utilizam o campo elétrico (LOGINOVA et al., 2011) e a aplicacdo do esmagamento, onde 0
alimento é submetido ao processo sem estar disperso em um meio ou um solvente
(GONCALVES et al., 2012).

Buscando melhorar a eficiéncia do processo de extracdo, diversos trabalhos tém
reportado a utilizacdo de ultrassom para extragdo de compostos bioativos a partir de matrizes
vegetais (PORTO; PORRETTO; DECORTI, 2013, BOTH; CHEMAT; STRUBE, 2014,
GHITESCU et al., 2015).
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3.3.1 Extracéo assistida por ultrassom (EAU)

A extracdo assistida por ultrassom, como método alternativo de extracdo, melhora
a taxa de extracdo via mecanismo de cavitacdo, quebrando as paredes celulares de matriz sélida,
promovendo a penetracdo de solvente e transferéncia de massa (RIGHI; CAMILA,
BOLANHO, 2018). Atualmente, a EAU de pigmentos vegetais emergiu como um metodo
eficaz, uma vez que proporciona alto rendimento e menor tempo de extracdo (CHEMAT et al.,
2017). A EAU foi relatada na literatura como método para extracdo de pigmentos de varias
fontes vegetais (MERCADO-MERCADO etal., 2018; WiZl et al., 2018 ; GOULA et al., 2017).
A eficiéncia do processo EAU é influenciado por pardmetros de extracdo, como tempo,
temperatura, amplitude, ciclo e solvente. Portanto, para se obter o rendimento maximo, métodos
estatisticos como delineamento do composto central rotacional (DCCR) e método de superficie
de resposta (MSR) sdo aplicados para otimizar o processo (LAQUI-VILCA etal., 2018, SONG
etal., 2018).

No método de extracdo assistida por ultrassom, usa-se um solvente, que muitas das
vezes podem gerar residuo tdéxicos, causando problemas a salide do manipulador, ou
consumidor final, além de gerar mais custos no processo de extracdo. Sabendo disso, uma
possivel solucdo para essa problematica seria a extracdo com agua como solvente, uma
alternativa segura, de baixo custo e facil disponibilidade para produtos hidrossolaveis.

Estudos anteriores utilizaram métodos de extracdo assistida por ultrassom para a
extracdo de betalainas e compostos fenolicos de casca de quinoa colorida (LAQUI-VILCA et
al., 2018) e de beterraba vermelha (RIGHI et al., 2018). No entanto, a combina¢cdo do método
de extracdo assistida por ultrassom com outras técnicas pode aumentar ainda mais a eficiéncia
de extracdo de compostos bioativos, como betalainas e compostos fendlicos, sem interferir na
sua estabilidade (ALBAHARI et al., 2018).

O processo de EAU, dependendo das condi¢bes como amplitude, ciclo e tempo,
provocam vibragcfes tdo intensas das moléculas no liquido devido a sonicagdo direta, €
conveniente resfriar o sistema durante a extracdo, pois a absor¢cdo da energia ultrassonica gera
um aumento de temperatura (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012), o que pode
resultar na degradacédo de substancias termolabeis, sendo necessario o uso de banhos de gelo.
Assim, como a temperatura de extragdo, outros parametros devem ser analisados quando se

utiliza o ultrassom.
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A técnica de extracdo assistida por ultrassom, mostra-se promissora para extragao
de betalainas, mas devido & baixa estabilidade desse pigmento, o uso de técnicas como
encapsulamento ap0s o processo de extracdo desse pigmento, pode vir a ser eficaz no

prolongamento da estabilidade desse corante.

3.4 Microencapsulamento

A microencapsulacdo pode ser considerada um processo de aprisionamento de um
ingrediente ativo qualquer dentro de um material de revestimento, a fim de ser protegido contra
fatores externos, tais como a luz, elevada concentragéo de oxigénio, calor e umidade, evitando
a evaporacao de compostos volateis, mascarando sabores e odores desagradaveis, garantindo
uma liberacdo controlada, além de permitir o desenvolvimento de produtos de alto valor
agregado (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).

Para a indUstria de alimentos essa tecnologia tem sido bastante utilizada, uma vez
que facilita a aplicacdo de ingredientes instaveis, além de melhorar o processamento e a textura
dos ingredientes devido a uma menor higroscopicidade, aumento da solubilidade e capacidade
de dispersdo em diferentes tipos de materiais (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016).
Além disso, existe a possibilidade de controle da liberacéo no local de acdo dos compostos de
interesse.

Materiais encapsulados sdo geralmente referidos como material do ndcleo,
ingrediente ativo, fase interna ou carga. S8o0 0s compostos considerados sensiveis na presenca
de alguns fatores. Sao de interesse para a industria de alimentos, porém, por suas caracteristicas
de sensibilidade, necessitam de protecdo, sendo esta alcancada pela microencapsulacao. Ja 0s
materiais encapsulantes sdo denominados como material de parede, agente carreador, fase
externa, e sdo 0s responsaveis pela protecdo dos agentes ativos e formando as microparticulas
ou matrizes (KAUSHIK et al., 2015).

Existem diferentes desafios na formulagdo de compostos alimentares encapsulados.
Um deles é a escolha de materiais a serem utilizados no processo de microencapsulacéo.
Existem muitos tipos de polimeros que ndo podem ser aplicados em produtos alimenticios, 0
que limita a utilizacdo de varios compostos. Além disso, a economia e as preocupacdes de
comercializacdo de alimentos devem ser consideradas (COUPLAND; JULIS, 2014). No

entanto, mesmo com varios desafios mencionados, a técnica de encapsulagdo tem sido cada vez
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mais explorada, obtendo excelentes resultados na obtencdo de ingredientes com recurso
funcional.

Esta técnica pode ser realizada por uma ampla variedade de métodos e técnicas,
proporcionando isolamento, aprisionamento, protecdo ou liberagdo controlada de materiais
sensiveis ou reativos, por exemplo, aromas e fragrancias. Estas técnicas incluem a liofilizag&o,
inclusdo molecular, inclusdo em lipossomas, secagem em tambor, leito fluidizado, extruséo e
atomizacdo (MARTINS et al., 2014).

As particulas produzidas por métodos de encapsulacdo sdo conhecidas como
microcapsulas, microparticulas ou microesferas, representadas na figura 4. Ambas as estruturas
(microcapsulas e microesferas) sdo muito importantes para aplicacdes praticas e podem ter
utilidades ou funcionalidades semelhantes ou diferentes. A liberacdo controlada do material
ativo, por exemplo, depende da localizacdo do composto dentro das microcapsulas e/ou
microesferas (COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016), além de fatores externos e do
meio de aplicacdo.

Figura 4 Estrutura de microparticulas.
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Fonte: Pimentel et al. (2007).

As microcépsulas sdo particulas tipo reservatorio, onde o nucleo é cercado por uma
parede protetora e podem ter um ou mais nucleos. Lipossomas, coacervacdo complexa,
revestimento por pulverizacdo e de inclusdo molecular sdo exemplos de técnicas de
encapsulagdo que produzem microcapsulas (XIAO, 2014). Microesferas ou microparticulas sao
particulas do tipo matriz, isto é, sdo estruturas onde o composto bioativo é espalhado por todo
o volume da particula, incluindo na sua superficie, sendo exemplos de técnicas que produzem

este tipo de estrutura a gelificacdo i6nica e a secagem por spray (SUAVE et al., 2006).
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A diferenca entre encapsulacdo, microencapsulacdo e nanoencapsulacdo estad no
tamanho da cépsula. Microparticulas sdo formadas com um tamanho entre 1 e 1000 pm
(MARTINS et al., 2014). A microencapsulacdo pode ser considerada como um método
alternativo para aumentar a estabilidade de compostos bioativos em condi¢Ges ambientais
adversas, tais como armazenamento e processamento, e para preservar a sua atividade
antioxidante. Esta técnica tem sido utilizada para encapsulacdo de diversos produtos como

oleos, flavorizantes, extratos de plantas, enzimas, entre outros (SOUZA et al., 2014).

3.4.1 Geleificagao ibnica

A gelificacdo ibnica ¢ uma das técnicas de microencapsulacdo baseadas na
capacidade de reticulagio de polieletrolitos na presenca de ions multivalentes como Ca?*, Ba?
* e AR, podendo ser aplicada por extrusdo ou emulsificagdo/gelificacio (LUPO et al., 2015).
O processo consiste basicamente no gotejamento ou aspersdo de uma solucéo de polissacarideo
aniénico sobre uma solucdo catiénica, em concentracGes apropriadas (AGUILAR et al., 2015).
Com a microencapsulacdo por gelificacdo ibnica, estruturas tridimensionais sdo formadas com
um elevado teor de agua e sdo responsaveis pela protecdo do composto ativo (NAZARENO et
al., 2016). A extrusdo é o método mais comum para fabricar particulas de gel esféricas por meio
do gotejamento de uma solucdo aquosa de polimero através de uma agulha de seringa ou um
bocal em um banho de gelificacdo contendo CaCl> (PAQUES et al., 2014). O método de
emulsificacdo/gelificacdo envolve basicamente a producdo de uma emulsdo que inclui o
componente ativo hidrofébico em uma solucdo de polimero e, em seguida, o gotejamento na
solucdo de calcio (PAQUES et al., 2014).

Alginato, quitosana, pectina, konjac, goma gelana e carboximetilcelulos sdo 0s
polimeros mais empregados em sistemas de gelificacdo. Neste contexto, o alginato € o polimero
mais comumente utilizado devido as suas propriedades ndo toxicas, biodegradaveis e
biocompativeis, bem como propriedades superiores de gelificacdo sob condicdes seguras e
suaves (LEONG et al., 2016). O alginato tem uma ampla gama de aplicacgdes, incluindo
imobilizacdo enzimatica e liberacdo controlada de drogas.

Existem dois tipos de gelificagdo idnica: a interna e a externa. A gelificagéo idnica
interna produz particulas por meio da adi¢do de sais de célcio insolGveis em uma solucgéo
polimérica contendo material de nucleo, com posterior dispersdo desta mistura em uma fase

oleosa contendo surfactante. Para que a gelificagdo ocorra, adiciona-se uma solucédo &cida para
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a reducao do pH, a fim de liberar os ions célcio, permitindo sua complexagdo com 0s grupos
carboxilicos do alginato. J& a gelificacdo ibnica externa é uma técnica onde particulas sdo
produzidas pelo gotejamento de uma solucdo polimérica, geralmente negativamente carregada,
em uma solucdo catidnica, normalmente contendo célcio, com a gelificacdo ocorrendo através
da difusdo de cétions para dentro da solugdo de hidrocoloide (SCHOUBBEN et al., 2010). O
método de gelificagdo externa além de simples, ndo necessita a utilizagdo de solventes
organicos, apresentando grande potencial para a aplicacdo nas areas farmacéuticas, biomédicas
e alimenticias (PATIL et al., 2010).

O contato de gotas de uma solucdo de alginato de sddio na presenca dos ions de
calcio, por exemplo, resulta na formacéo instantanea de estruturas de hidrogéis insolveis em
agua, como pode ser visto na figura 5. O composto ativo fica uniformemente disperso por toda
a matriz de protecdo (BENAVIDES et al., 2016). A interacdo de ions multivalentes com grupos
carboxilicos das cadeias poliméricas resulta na formagdo de gel insolavel, tornando possivel
obter microesferas de diferentes formas e tamanhos (NAZARENO et al., 2016).

Figura 5 Mecanismo de formacao de microparticulas por gelificacdo ionica.
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Fonte: Rocha, (2017)

Segundo Rocha (2007), um dos pontos centrais da utilizacdo da técnica de
gelificacdo ionica é a formacdo das gotas que serdo dispersas na solucdo contendo os ions
polivalentes. Esta etapa é totalmente responsavel pelo tamanho e forma das microcapsulas e,

consequentemente, irdo direcionar a sua aplicacdo. Particulas de gelificacdo ibnica podem ser
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preparadas por trés sistemas distintos, dependendo do tamanho desejado da particula, podendo
ser produzidas por extrusdo, atomizagdo por ar comprimido e por pulverizagdo eletrostética.

No processo de extrusdo, a solu¢cdo, com o material de parede e 0 material de ndcleo,
¢ extrusada em uma solucdo idnica por meio de uma agulha, com ou sem velocidade controlada,
que resulta em goticulas com didmetros considerados grandes. Recentemente, tem-se utilizado
um pulverizador eletrostatico para a producao e, neste caso, o principio basico do equipamento
é 0 uso de uma forca eletrostatica para puxar gotas de uma agulha para um banho iénico. A
formacéo das goticulas resultante da aspersdo através de bicos concéntricos de pulverizacéo
promove a formacdo de um jato de liquido contendo o material de ndcleo rodeado pela solucéo
do material de parede, que se move atraves da quebra do ar formando gotas pequenas que caem
na solucdo ibnica, dando forma as microesferas (ROCHA, 2017).

Geralmente, a gelificacdo interna tem sido sugerida como uma alternativa devido a
sua maior eficiéncia de retencdo de bioativos do que no caso da gelificacdo externa. Neste
contexto, Lupo et al. (2014) realizaram um experimento com relacdo ao método de gelificacdo
interna e encontraram 60% de retencdo do extrato de cacau em microesferas a base de alginato
de sédio. O método de gelificacdo interna é proposto como uma alternativa a gelificacdo externa

para operar microesferas de alta qualidade com pequenos diametros (AHMED et al., 2013).

3.4.2 Alginato de Sodio

O alginato tem sido utilizado no campo farmacéutico e de alimentos, atuando nos
processos de microencapsulacdo (ZIA et al., 2015). O alginato ¢ um polissacarideo
hidrossoltvel de ocorréncia natural encontrado em algumas bactérias e nas paredes celulares e
intracelulares de algas marrons, principalmente Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum
e Macrocystis pyrifera. Possui cadeias lineares hidrossoluveis, se apresenta na forma de po, €
insipido, inodoro e possui coloracdo branca palida ou marrom amarelado (SILVA; ANDRADE,
2012).

Quanto a caracteristica quimica, os alginatos apresentam quatro locais reativos para
contribuicdo em reagdes quimicas. Sdo polimeros lineares ndo ramificados, formados por
ligagdes B- (1 — 4) ligada ao D-acido manurénico (estrutura M) e por ligagdes a- (1 — 4)
ligada ao &cido L-gulurdnico (estrutura G, figura 6) (ZIA et al., 2015). Os alginatos séo
comercialmente disponiveis como sais de sédio, potassio, ou de aménio, e sdo produzidos em
variedade de tamanhos (BUREY; BHANDARI; HOWES, 2012).
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Figura 6 Estrutura (A) e conformacio da cadeia (B) do alginato de sodio.
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Fonte:A: Burey, Bhandari e Howes (2012), B: Rocha (2017).

A capacidade de gelificacdo de um polimero esté relacionada com a sua composicéao
(COMUNIAN; FAVARO-TRINDADE, 2016). Devido ao alginato de sodio apresentar cargas
em sua estrutura, este polimero tem sido utilizado como materiais de parede em técnicas de
encapsulacdo. Além do alginato de sodio apresentar boas propriedades como material de
parede, ele ainda tem caracteristicas semelhantes a pectina, que também pode ser aplicada no
método de gelificacdo ibnica.

Em contato com ions metalicos, como o cloreto de calcio, proporciona uma ligacédo
entre cadeias lineares, onde é formado um gel insolivel em forma de esfera (SOUZA,
ZAMORA; ZAWDZI, 2008). Para formar as microparticulas, a solugdo de alginato de sodio é
gotejada em uma solucdo contendo cations multivalentes (geralmente de Ca*?, sob a forma de
CaCl,). As goticulas formam esferas de gel instantaneamente e aprisionam o0 composto de
interesse em uma estrutura tridimensional formada apds a troca de ions de sodio a partir dos
acidos gulurénico com cations divalentes. Isso resulta em uma associacdo de cadeias que
constitui o chamado modelo “caixa-ovo”, conforme apresentado na figura 7 (ZIA et al., 2015).

O uso do alginato como material encapsulante é muito importante, por ser um
polimero natural de relativo baixo custo, de facil obtencdo, biocompativel, atoxico e
biodegradavel, que ndo necessita utilizacdo de solventes organicos e nem condicgdes rigorosas

de temperatura para a formacéo das particulas (FUJIIWARA et al., 2013).
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Figura 7 Modelo “caixa de ovo” para formacao de gel de alginato com ions de

calcio.

Fonte: Clark, Chen e Lin (1987).

3.4.3 Secagem por liofilizagcdo

Liofilizacdo € um processo de mdltiplos estagios que consiste em congelamento,
sublimacéo (secagem primaria), dessorcdo (secagem secundaria) e estagios de armazenamento,
resultando em um material seco (LAOKULDILOK; KANHA, 2015). A composic&o e estrutura
do material da parede tém um impacto profundo na protecao e liberagdo controlada do material
do ndcleo.

Em outro estudo, os polifendis do cha verde foram encapsulados pela
maltodextrina, B-ciclodextrina e a combinacdo de ambos para garantir a eficacia desses
fitoquimicos em termos de atividade antioxidante contra as condicGes de alta temperatura e pH
alcalino, as microcapsulas liofilizadas (valor CI50 54,77-60,26 pg / mL) exibiram maior
atividade de eliminacdo de radicais DPPH em comparacdo com as microcapsulas secas por
pulverizacdo (valor CI150 58,13-72,86 g / mL). Além disso, 0 material da parede também teve
impacto sobre a atividade antioxidante e as microcapsulas a base de maltodextrina mostraram
0s materiais de parede mais altos do que os utilizados (PASRIJA et al., 2015).

A influéncia da técnica de liofilizagdo no conteddo de antocianinas de
microparticulas secas também foi estudada por Yamashita et al. (2017), obtiveram
microparticulas do extrato do subproduto da amora-preta, rico em contetdo de antocianina, por
liofilizacdo usando maltodextrina 10 e 20 equivalente de dextrose (DE) como material de
parede. Em relacdo ao contetdo de antocianinas, um declinio significativo foi obtido ap6s o

processo de microencapsulagéo.
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A vantagem mais significativa da liofilizacdo é que ela € um processo simples
realizado fora de uma temperatura baixa de operagdo com a auséncia de produtos resultantes de
produtos de qualidade prolongada e superior, evitando deterioracGes causadas pela oxidacéo ou
modificacdo quimica (ANWAR; KUNZ, 2011). A liofilizacéo € a técnica mais adequada para
a desidratacdo de quase todas as substancias sensiveis ao calor, tais como 6leos naturais, cores,
aromas, drogas, bem como componentes sollveis em &gua (DESAI; JIN PARK, 2005). No
entanto, a técnica de liofilizacdo apresenta algumas desvantagens, como o longo tempo de
processamento (mais de 20h), alto capital e custos operacionais em compara¢do com outros.

A estrutura porosa de poés liofilizados devido a sublimacdo do gelo durante o
processo € também uma das maiores limitacbes (ANANDHARAMAKRISHNAN; RIELLY;
STAPLEY, 2010). Devido ao fato de que os poés liofilizados devem ser triturados ou
transformados em pos finos apos a secagem, problemas relacionados com a falta de controle
sobre o tamanho das particulas podem ser encontrados. Além disso, o material ativo dentro da
matriz da capsula é exposto a atmosfera a partir dos poros na superficie da particula
(BALDWIN; HAGENMAIER; BAI, 2011). Como resultado, a natureza do material a ser
encapsulado, como sua estrutura porosa, parece ser o fator mais critico a ser determinado para

0 uso dessa técnica, além de seu alto custo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Matéria Prima

A matéria-prima (cascas) foi obtida como co-produto de uma industria de alimentos
local processadora de alimentos que utiliza beterraba (Beta vulgaris L.) em suas formulagdes.
As cascas foram lavadas com &gua corrente para retirada de sujidades e trituradas em um
processador de alimentos, em seguida foram separadas em trés lotes de 900 gramas cada e
congeladas a temperatura de -80 °C por 24 horas em ultrafreezer para serem submetidas ao
processo de secagem em liofilizador Liobrés, modelo LP 510 Brasil. Ap6s secagem, as cascas
foram reduzidas a p6 em moinho de facas, Marconi MA 048 Brasil, e armazenadas em potes

plasticos, protegidos da luz sob temperatura média de -6°C em um congelador.

4.2 Delineamento Experimental

Nesta etapa foi utilizado o software STATISTICA® (versdo 10) para gerar o
planejamento experimental baseado no delineamento de composto central (DCC). Foram
gerados 19 pontos experimentais para permitir a avaliacdo dos modelos linear e quadratico, com
cinco repeticdes do ponto central para dar a estimativa do erro experimental. Os resultados do
DCC foram analisados através da metodologia de superficie de resposta (MSR) com 3 variaveis
independentes, amplitude do ultrassom, pH e tempo de extracdo, conforme mostra a tabela 2.
Este modelo foi validado estatisticamente por (ANOVA) analise de variancia (P<0.05) e teste
F. As variaveis dependentes, ou “respostas” pra avaliar o método de extragdo foram polifendis

totais, atividade antioxidante total (ABTS™) e quantificacdo de betalainas.

Tabela 2 Variaveis independentes com suas respectivas variacgoes e codificacio.

Axial (-) Fatorial (-) Central Fatorial (+) Axial (+)
Amplitude (%) 50 60,1 75 89,9 100
pH 3,0 4,0 55 7,0 8
Tempo (s) 300 603,6 1050 1496,4 1800

Fonte: elaborada pelo autor
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4.3 Extracao assistida por ultrassom (EAU)

Para os ensaios de extracdo, foi utilizado a proporcéo de 1:100 (m/v) de casca de
beterraba seca (soluto): agua destilada. Apoés diluicdo da matéria prima, as solucgdes tiveram seu
pH ajustado com solucdo de acido ascorbico 0,2M. O equipamento empregado foi o
processador ultrassonico modelo UP 400S (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Alemanha),
adaptado com uma sonda cilindrica de titdnio de 22 mm de diametro e comprimento
aproximado de 200 mm. Em seguida, o extrato foi centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm,
filtrado em malhas de ac¢o (0,18 mm diametro do fio e 0,25 mm de didmetro de abertura) e
armazenado a temperatura de 8°C em fase liquida sob abrigo de luz para realizagdo de analises.

Os 19 tratamentos gerados pelo DCC foram analisados quanto a quantidade de
betalainas, polifendis totais, atividade antioxidante e intensidade de cor, conforme metodologia
descrita nos itens 4.9, 4.10, 4.11 e 4.12 respectivamente. Foram selecionadas quatro tratamentos
com melhores respostas de acordo com o resultado das varidveis dependentes para serem

encapsulados.

4.4 Encapsulamento

Para esse processo foi utilizado um encapsulador Buchi B-395 pro (Biichi
Labortechinik AG, Dottikon, Suica), onde foram tetados varios parametros até se obter a
configuracdo ideal para producdo das microesferas. O tamanho do bico usado foi o de 450um,
a frequéncia vibracional (Hz) que influencia o didmetro do cordao foi de 100 Hz, a vazéo foi
estabelecida em 30mL/min — conforme recomendado pelo fabricante para o bico de 450um —e
no eletrodo foi utilizado carga eletrostatica de 300V. Todo o processo de encapsulamento foi
realizado sob agitacdo de 70%, com o auxilio de uma bomba a vacuo, responsavel por
estabelecer a alimentacdo do sistema, puxando a solugéo do recipiente, passando pelo bico e
caindo na solucdo salina, responsavel pela reticulacdo das microesferas.

Os extratos liquidos com melhores resultados em relagdo a quantidade de
betalainas, polifendis totais, atividade antioxidante e intensidade de cor foram escolhidos e
misturados a uma solugdo de alginato de sodio a 0,75% (polimero utilizado como agente
carreador ou material de parede) na proporcado de 1:1 (v/v) sob agitacdo durante 5 minutos. Em
sequida, a emulséo foi levada ao encapsulator, onde ocorreu a formacéo das microesferas em

solucdo salina de gluconolactato de calcio 3% (agente reticulante utilizado devido seu sabor
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salgado menos acentuado, dispensando a necessidade de lavagem das microparticulas). As
microparticulas foram peneiradas para retirada do excesso de gluconolactato, armazenadas em
recipientes de aluminio devidamente protegidos da luz e levados imediatamente ao ultrafreezer
a -80°G para serem submetidas ao processo de secagem em liofilizador Liobras, modelo LP 510
Brasil. Apds o processo de secagem, as capsulas foram novamente peneiradas e armazenadas

sob refrigeragédo para serem analisadas.

4.5 Analise de imagem

O tamanho e a forma das capsulas foram analisadas por meio de analise digital de
imagens, capturadas por uma camera digital (Canon digital camera, 3.2 Mpix Power Shot A70;
Canon Inc., Malaysia; com zoom fixado em 5x) acoplada a um microscopio binocular (Unitron
MS, Unitron Inc., New York, USA; ampliacdo em 5x) e analisadas pelo software Imagel
(licenga livre), conforme descrito por Calvo e Santagapita (2016). Circularidade e didametro de
Feret foram calculados, com uma quantidade de 56 amostras. O software foi calibrado para

transformar os pixels medidos em unidade de comprimento (um).

4.6 Umidade Relativa (UR)

Para determinar o teor de umidade das capsulas contendo o corante natural, foi
utilizado o método gravimétrico segundo a Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais
(AOAC, 2007) para alimentos. A percentagem de perda de peso foi obtida ap6s secagem de

2,50 a 105 °C até obtencdo de peso constante.

4.7 Atividade de agua (Aw).

A atividade de agua (Aw) foi realizada pesando-se 1g da amostra em triplicata e
levadas ao higrometro Hygropalm AW1 (Rotronic Instruments, Huntington, NY, EUA), onde

foram realizadas as leituras sob temperatura de 30 °C.
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4.8 Quantificacdo de betalainas totais

O método espectrofotométrico descrito por Elbe et al. (2001) foi utilizado para
determinar o contetdo de betalainas totais, através da soma entre betacianinas (pigmento
violeta) e betaxantinas (pigmento amarelo), expressas em termos de betanina e vulgaxantina-I,
respectivamente. Todos os resultados foram apresentados em base seca (bs). As amostras, tanto
do extrato liquido, como das capsulas, foram diluidas 100 vezes em tampéo fosfato 0,05 M (pH
6,5), e utilizando um espectrofotdmetro (Shimadzu UV-VIS, SP 2000), as absorbancias foram
medidas a 538 nm (betanina), 476 nm (vulgaxantina-I) e 600 nm (para correcdo dos valores de
absorbancia, devido a pequenas quantidades de impurezas). As equacdes usadas para o calculo

sdo descritas abaixo.

=

1095*(A538—A600)*fd*1000} " ( 1 )
1120 TST

_ ((4476-0,258+A538—0,742+A600)*fd+1000 1
Cva= * | ——

750 TST
Cr=Cg+ Cv.

Onde Csg € a concentracdo de betanina, Cv-i € a concentracdo de vulgaxantina-I, e
Cr é a concentracéo total de betalainas, todos expressos em mg /100g bs. Os valores de 1,095,
0,258 e 0,742 correspondem a fatores de correcdo e o termo fq representa o fator de diluicéo.
Os valores 1120 e 750 sdo de absortividade (A!*) para betanina e vulgaxantina-1 em
comprimentos de onda de 538 e 476 nm, respectivamente. Para obter os resultados em base
seca, a concentracdo de pigmento foi dividida pelo teor de sélidos totais (TST), calculado para

cada tratamento atraves do peso obtido da teor de sélidos adicionados no processo de extragéo.

4.9 Quantificacéo de polifenais totais

Os polifendis totais extraiveis foram determinados por meio do reagente de Folin-
Ciocalteau, conforme metodologia descrita por Larrauri et al. (1997). A determinacdo dos
polifendis foi determinada usando aliquotas de 0,5mL do extrato liquido, completando-se com
2,5mL de agua destilada, 1mL de reagente Folin-Ciocalteau e 2mL de carbonato de sddio
(NaCOs 20%). Em seguida, foram homogeneizados em vortex e deixados em repouso por 30


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/phosphate
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dilution
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minutos na auséncia de luz a temperatura ambiente. Decorrido o tempo, a leitura foi realizada
em leitor de microplaca UV/VIS (Sinergy Mx; BioTeK®, EUA), a 700 nm, usando curva
padrdo de acido galico, com concentragdes de 10, 20, 30, 40 e 50ug /g, como referéncia.

Para a obtencdo dos resultados de polifendis totais das capsulas, as mesmas foram
diluidas em &gua destilada na propor¢do de 1:50 (m/v) e retirada a aliquota de 0,3mL da
diluicdo, sendo completada com 2,7mL de &gua destilada e adicionada dos demais reagentes.

4.10 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi estimada pelo método ABTS™* equivalente ao Trolox
de acordo com procedimento proposto por Re et al. (1999). O radical ABTS"* foi preparado a
partir da reacdo de 7uM de solucdo aquosa de ABTS com 140uM de persulfato de potéassio,
deixando a mistura a temperatura ambiente por 16 horas, na auséncia de luz. Em seguida, a
solucdo de ABTS "foi diluida com etanol para obter uma absorbancia de 0,70 + 0,05 a 734 nm.
Aliquotas de 100, 200 e 300uL de amostra do extrato liquido foram adicionadas a solucdo de
ABTS"", enquanto as microparticulas foram diluidas na propocdo de 1:50 (m/v) e retiradas as
mesmas aliquotas para adicdo em solucdo de ABTS™". As absorbancias da mistura foram
registradas ao final de seis minutos. A capacidade antioxidante foi calculada utilizando-se curva
padrdo de Trolox (100 a 2000 pM) e suas respectivas porcentagens de inibigéo, e os resultados

do ensaio expressos em pg de Trolox equivalente por grama de amostra (ug TEAC g?).

4.11 Colorimetria

As medidas colorimétricas do extrato liquido das cascas da beterraba antes de serem
liofilizadas foram obtidas por meio de colorimetro (marca Hunter Lab, modelo Ultra Scan Pro
D65, Reston, Virginia, USA), utilizando cubeta de 50 x 50 mm, com volume de
aproximadamente 30mL. As coordenadas L*, a*, b* descrevem a uniformidade da cor no
espaco tridimensional, em que o valor L * corresponde a qudo claro e quao escuro é o produto
analisado (0: preto; 100: branco), os valores de (a*) correspondem a escala do verde ao
vermelho (a* negativo; verde, a* positivo; vermelho) e os valores de (b*) correspondem a
escala do azul ao amarelo (b* negativo; azul, b* positivo; amarelo). O angulo Hue (ho) é o
angulo formado entre a* e b*, indicando a saturacdo da cor do objeto. Pode variar de 0 a 360°,

sendo que 0° corresponde a cor vermelha, 90° ao amarelo, 180° ao verde e 270° ao azul. De
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acordo com o sistema CIELAB, se o angulo estiver entre 0° e 90°, quanto mais préximo ao 0°
mais vermelho, e quanto mais proximo ao 90° mais amarelo.
Para as capsulas, o corante foi diluido em agua destilada na proporcdo de 1:100

(m/v) e em seguida levado ao colorimetro para ser analisado.

Figura 8 Parametros de cor segundo método CIELAB.

| White

Fonte: Minolta (1998)

4.12 Taxa de retencao (TX%o)

A andlise foi realizada conforme a metodologia descrita por Calvo, Perullini e
Santagapita (2018) com modificacfes, onde inicialmente as capsulas foram dissolvidas em
solucdo aquosa, sendo primeiro adicionado de agua destilada, até completa dissolucdo. A
solucdo foi homogeneizada e deixada em repouso por 72 horas. Em seguida, as amostras
passaram por uma filtracéo utilizando malhas de aco de 0,2 um, a fim de remover o excesso de
alginato. Para a medig&o do teor de compostos foi utilizado um espectrofotdmetro (Shimadzu
UV-VIS, SP 2000) a 510 nm (cianidina-3 glicosideo). A eficiéncia do encapsulamento (EE) foi

calculada de acordo com a seguinte equacao:

teor de composto bioativo liberado
TX (%) = —— — X 100
teor inicial de composto bioativo antes da encapsulagao

4.13 Estabilidade do corante encapsulado

O estudo foi realizado conforme Santos et al. (2017) com modificages. O
experimento foi realizado na auséncia e presenca de luz, através da quantificacéo de betalainas

totais, conforme descrito no item 4.8. As amostras foram adicionadas individualmente em
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placas de Petri, e acondicionadas em temperatura ambiente. A cada 3 dias durante o periodo
total de 15 dias, foi realizada a analise de quantidade de betalainas totais (ELBE et al., 2001).
A condicdo de auséncia de luz foi estabelecida pela acomodacao das placas envolvidas por
papel aluminio contendo as amostras em caixas totalmente vedadas, mantidas em ambiente com
pouca iluminacdo. Para a condicdo de luminosidade as placas foram colocadas em placas

transparentes em ambiente aberto.

4.14 Taxa de degradacéo

A degradacdo das betalainas durante o periodo de armazenamento foi avaliada
através da taxa de degradacdo (TD), conforme Antigo, Bergamasco e Madrona (2018) com
modificacOes, a qual relaciona a variacdo da concentracdo de betalainas ao longo dos dias de
armazenamento. A DR (mg de betalaina/100g de extrato por dia) é calculada utilizando a

equacao 4.5:

Ci

TD(%) = =L x100

Cc
Onde Ci é a concentracdo inicial de betalainas nas capsulas (mg de betanina/100g de) e Cf é a

concentracdo apos 0 armazenamento.
4.15 Analise Sensorial

Foram pesadas 0,1875¢g de microparticulas contendo corante e p6 das cascas da
beterraba (Bea vulgaris L.) obtidos por liofilizacdo e misturadas a um iogurte natural caseiro
de coloracdo branca. Em seguida, foram submetidos a analise sensorial visual no Laboratério
de Andlise Sensorial do Instituto de Cultura e Arte (ICA) da Universidade Federal do Cear3,
por 110 provadores ndo treinados.

Inicialmente, os voluntarios preencheram uma ficha respondendo nome, idade,
género, termo de consentimento livre e perguntas sobre a frequéncia de consumo de iogurte. As
amostras foram servidas a temperatura ambiente, em recipientes codificados e sob a orientagdo
de andlisar da esquerda pra direita. Foi aplicado um teste de aceitagdo dos produtos, onde os
voluntarios responderam o nivel de aceitacdo dos atributos impressdo global, aparéncia, cor e
aroma, fazendo uso de escala hedénica estruturada de 9 pontos, onde 9 corresponde a “gostei
extremamente” e 1 “desgostei extremamente” (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1991).
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Para o estudo da influéncia do perfil sensorial das amostras, foi realizado andlise de
componentes principais através do metodo CATA (check-all-that-apply) (MEYNERS;
CASTURA, 2014), em que os provadores marcaram os termos descritores que identificavam
estar relacionados aos atributos avaliacdo global, cor, aparéncia e aroma de cada amostra. Na
mesma ficha, responderam um teste quanto a idealidade da cor das amostras, em uma escala de

5 pontos.

4.16 Estatistica

As andlises estatisticas foram desenvolvidas utilizando-se o programa
STATISTICA® versio 10 (2011). O experimento foi realizado em trés repeticdes e para cada
repeticdo foram realizadas analises em triplicata. Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey, com 95% de confianca (p < 0,05). O
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) que mede o grau de relagdo linear entre duas variaveis,
foi utilizado para determinar a correlacdo entre o teor de betalainas totais, polifendis totais e
atividade antioxidante do extrado da beterraba com 95% de confianca (p < 0,05). Além disso
para analise dos dados da sensorial foi realizado uma anélise de correspondéncia utilizando o
XLSTAT®
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Etapa 1 —Extracéo assistida por ultrassom através de DCCR

Dependendo da amplitude e ciclo, o equipamento de ultrassom pode atingir altas
temperaturas em pequenos periodos de tempo, o que poderia tornar o método de extragdo
assistida por ultrassom (EAU) inviavel para obtencdo de betalainas, uma vez que, altas
temperaturas, pH e exposicdo a luz, sdo fatores que afetam a estabilidade das betalainas
(KHAN, 2016). Contrapondo esse pensamento, os resultados apresentados na tabela 3, obtidos
por EAU foram satisfatorios uma vez que, a temperatura dos extratos foram mantidas em torno
de 30 + 5°C para todas as variagdes de tempo, com ciclo determinado em 0,5 e todas as amostras

cobertas com papel aluminio, para minimizar o efeito da luz durante o processo de extragéo.

Tabela 3 Resultados do Delineamento de Composto Central Rotacional (DCCR)
para as variaveis dependentes e independentes.

Variaveis
independentes
codificadas

Delineamento

Variaveis independentes

Variéveis dependentes ou resposta

x1 X2 x3 Amplitude pH  Tempo Polifendis totais Atividade Quantidade de
(%) (s) (mgGAE*/100g)  antioxidante betalainas
(LgTEAC**/g) (mg/100g)

1 -1 -1 -1 60,1 4,0 603,6 3476+1,2 12,20+ 0,12 127,95 + 4,88
2 -1 -1 1 60,1 40 1494 4236+20 18,98 + 0,12 93,69 + 10,09
3 1 -1 -1 89,9 4,0 603,6 565,2+2,0 37,3+0,56 392,34 +7,01
4 1 -1 1 89,9 40 14964 2499+20 15,84 + 0,07 32,21+£2,40
5 -1 1 -1 60,1 7,0 603,6 5739+31 39,23 +0,08 322,71+3,78
6 -1 1 1 60,1 70 14964 637,2+2,0 72,73+0,10 368,85 + 10,41
7 1 1 -1 89,9 7,0 603,6 662,835 100,22 + 0,41 379,86 + 13,48
8 1 1 1 89,9 70 14964 689,9+3,1 73,3+0,56 420,64 £ 0,65
9 0 -1,68 0 75,0 30  1050,0 2495+2,0 31,46 +0,20 47,60 1,27
10 0 1,68 0 75,0 8,0  1050,0 671,9+23 71,39 +1,15 451,19 £2,35
11 -1,68 0 0 50,0 55 10500 516,6 +1,2 33,05+0,17 280,30 + 8,41
12 1,68 0 0 100,0 55 10500 658,1+3,1 42,24 +0,13 405,09 £ 7,96
13 0 0 -1,68 75,0 55 300,0 548,1+1,2 59,39 + 0,20 262,93 + 2,86
14 0 0 1,68 75,0 55 18000 5225+31 59,78 + 0,29 339,31+ 15,20
15 0 0 0 75,0 55  1050,0 591,5+2,0 65,59 + 0,16 348,05 + 18,04
16 0 0 0 75,0 55  1050,0 5725+3,0 64,82 +0,12 333,83+ 13,02
17 0 0 0 75,0 55  1050,0 531,8+3,0 74,80+ 0,19 307,73+ 7,35
18 0 0 0 75,0 55  1050,0 548,0+2,0 67,44 +0,17 262,20 + 2,32
19 0 0 0 75,0 55  1050,0 520,1+2,0 66,49 + 0,28 306,48 + 1,92

*GAE: equivalentes de acido galico. **TEAC: equivalente de trollox

Os quatro modelos lineares e quadraticos foram testados para todas as variaveis
dependentes, sendo que o modelo linear quadratico com efeitos de 2° ordem obteve r2 acima de
90% para todas as respostas, significancia de termos independentes ao nivel de 95% de
probabilidade (p<0,05) e preditividade comprovada pelos graficos e pelos valores da falta de

ajuste.
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5.1.1 Quantificacao de betalainas totais

Os resultados de betalaina expressos na tabela 3, mostram que os tratamentos com
pH acima de 5 obtiveram valores de betalainas acima de 200mg/100g de extrato, sendo o maior
valor (451,19 + 2,35mg/100g) do tratamento 10 com maior alcalinidade (pH=8). Corroborando
com Di Genoa et al. (2009), que em seu estudo de influéncia do pH sobre a estrutura da betanina,
relatou que a mesma (betacianina é a responsavel pela coloracdo vermelha) mostrou-se mais
estavel em meios com pH entre 5 e 8. Estudos anteriores também relataram a maior estabilidade
das betalainas em meios com pH entre 5 e 7 (KHAN, 2016 e ANTIGO; BERGAMASCO;
MADRONA, 2018). Os resultados foram confirmados pelos gréficos de superficie de resposta,

conforme mostra o gréafico 1.

Grafico 1 Diagrama de Pareto e grafico de superficie de resposta de tempo x pH
para quantificacao de betalainas totais.

Grafico de pareto para Belalaina
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A: Diagrama de Pareto, B: Grafico de superficie de Resposta de tempo(s) x pH.
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O modelo matematico linear quadratico com 2 efeitos gerou um R2 de 93%, F
(100,92) > Feritico € P (0,0000034) para o efeito pH linear. Através do diagrama de Pareto (figura
9A), pode-se confirmar que os efeitos pH e a interagdo de tempo e pH influenciaram
significativamente (p<0,05) de forma linear positiva na quantidade de betalaina extraida pelo
método de EAU, ou seja, quanto maior o valor de pH e tempo dentro do experimento, maior a
quantidade de betalainas extraidas, exemplificados nos gréaficos de superficie de resposta
(gréfico 1B), pela regido vermelho escuro.

Antigo, Bergamasco e Madrona (2018) em seu estudo sobre o efeito do pH na
estabilidade de microparticulas obtidas do extrato de beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) por
meio de secagem por liofilizacdo, observaram que as micropariculas com pH com faixa entre
de 6 a 8 obtiveram maiores porcentagens em relacdo a estabilidade das betalainas. Isso se da,
principalmente, por conta das baixas temperaturas empregadas no método de liofilizacdo em
relacdo a outros métodos de secagem.

Carmo et al. (2018) em seu experimento com extrato de beterraba seco por
pulverizacdo obtiveram valor maximo de betalaina de 385,47 + 3,30 mg/100g e 155,37 + 3,28
para betanina com a mesma metodologia de quantificacdo de betalainas proposta por Elbe et al.
(2001) também utilizada no presente estudo; valores proximos aos encontrados no presente
estudo, porém inferior ao teor de betalainas do tratamento 10 (451,19 + 2,35 mg/100g) e do
tratamento 8 (420,64 + 0,65 mg/100g), podendo ser justificado pelo método de extracdo
empregado. EAU trata-se de um dos métodos mais eficientes para extracdo de compostos
bioativos de matrizes vegetais segundo Chemat et al. (2017).

Ja no estudo de Sharmilla et al. (2019), o valor maximo de betalaina extraido por
ultrassom foi de 94.0 + 2.0 mg/100g, inferior ao a quantidade de betalainas obtido no tratamento
10 do presente estudo. Porém, nesse caso, 0s autores extrairam pigmentos amarelos
(betaxantinas) de pétalas florais Tecoma castanifolia e concluiram que o método de EAU foi
eficaz.

Os valores obtidos também foram condizentes a conclusdo de Stintzing e Carle
(2008), o qual relataram que o bulbo da beterraba vermelha apresenta teores entre 80 a 500 mg
de betalaina para cada 100g de extrato, 0 que torna as cascas que envolvem o bulbo das

beterrabas, atraves de EAU uma fonte potencial de betalainas.


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0926669019300081#bib0010
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5.1.2 Quantificacao de polifendis totais

Conforme a tabela 3, pode-se observar que o teor de polifenois variou de 249,5 +
2,0 mgGAE/100g a 689,9 + 3,1 mgGAE/100g, onde os tratamentos 7, 8 e 10 obtiveram as
maiores concentragdes e os tratamentos 1, 4 e 9 obtendo menores concentragdes. O grafico 2A

mostra os fatores que afetaram significativamente nos resultados.

Grafico 2 Diagrama de Pareto e grafico de superficie de resposta de amplitude
do ultrassom x pH para quantificacdo de polifendis totais.
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A: Diagrama de Pareto, B: Grafico de superficie de Resposta de amplitude (%) x pH.

De acordo com o diagrama de Pareto grafico 2A, a varidvel pH (p=0,000006) foi o
efeito que mais influenciou para os valores de polifendis, embora o efeito amplitude (p=0,040)
e interacdo de pH x tempo (p=0,038), também tenham sido significativos (p<0,05) de forma
linear e positiva, ou seja quanto maior o valor de amplitude, maior a quantidade de polifendis

extraidos, bem como a interacdo entre tempo e pH, quanto maior o pH e o tempo, maior a
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quantidade de polifendis. O modelo linear quadratico com efeitos de 2° ordem foi preditivo,
evidenciado pelo R = 93%.

O gréafico 2B mostra através das areas avermelhadas que quanto maior o valor da
amplitude do ultrassom, maiores foram as quantidades de polifendis extraidos na faixa de pH
de 6-8, resultados semelhantes aos de betalainas discutidas no tdpico 5.1.1. Os polifendis, assim
como as betalainas sdo compostos facilmente degradados por agentes como alta temperatura,
oxigénio, umidade, pH e presenca de luz (CHHIKARA et al., 2019). Dessa forma, uma maior
amplitude por um maior tempo de extracdo por exemplo, poderiam ser ofensivos quanto a
degradacdo dos compostos fendlicos devido principalmente, ao aumento de temperatura, fato
esse que ndo ocorreu por conta do controle da temperatura com auxilio do banho de gelo,
mantendo a temperatura do extrato em torno de 30 °C, resultando em um alto nivel de extracéo
desses compostos pelo equipamento de ultrassom. As condi¢gdes Otimas de extracdo
apresentadas no gréafico 2B e o tratamento 8 que apresentou maior quantidade de polifendis,
uma vez que, podem ser justificados pela combinacdo do tratamento com a amplitude de 89%,
valor de pH 7,0 e 1496,4 segundos como tempo de extracdo do delineamento.

Melo e Faria (2014) quantificaram compostos fenolicos de partes comestiveis nao
convencionais de seis olericolas, beterraba (536mgGAE/100g), repolho (527 mgGAE/100g),
couve (501mgGAE/100g) e cenoura (354mgGAE/100g), pelo mesmo método do presente
estudo, onde o tratamento 8 (689,9 + 3,1mgGAE/100g) obteve valor superior aos demais
tratamentos. Gorbunova et al. (2018), compararam a metodo de centrifugacdo com solvente e
EAU para polifenois totais em extratos de beterraba e em todas as situacées o méetodo de EUA
mostrou-se mais eficiente.

Em relacdo ao solvente, a agua foi utilizada como solvente para extracdo de
polifendis da folha das beterrabas, devido sua facil disponibilidade, auséncia de toxicidade e
baixo custo, embora tenha obtido valores levemente menores para extracao de polifendis em
relagdo ao alcool, &cido formico e hidroxido de sédio (GORBUNOVA et al., 2018).
Corroborando com o presente estudo que obteve altos niveis de extracdo de compostos

fendlicos utilizando agua como solvente e extragdo assistida por ultrassom.
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5.1.3 Atividade antioxidante

O tratamento 7 obteve a maior atividade antioxidante (100,22 + 0,41jugTea/g) em
relacdo aos demais tratamentos, conforme mostra a tabela 3, provavelmente por conta da
interacdo entre amplitude e pH que tiveram seus valores dentro da faixa 6tima de extracdo
mostrados no grafico 3B. O tempo de extracdo mais curto, pode ser um fator que influenciou
na extracdo, uma vez que, deve ser levado em consideracdo, que 0s extratos vegetais sdo
instaveis, podendo sofrer degradacéao por conta do pH fora da faixa de estabilidade, temperatura,
luz, oxigénio e outros fatores externos (CAROCHO; MORALES; FERREIRA, 2015). Através
do grafico 3 podemos analisar quais variaveis independentes mais influenciaram na atividade

antioxidante nos extratos.

Grafico 3 Diagrama de Pareto e grafico de superficie de resposta de pH x
amplitude do ultrassom para o resultado de atividade antioxidante.
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A: Diagrama de Pareto, B: Grafico de superficie de Resposta de amplitude (%) x pH.

De acordo com o grafico 3A, as variaveis independentes pH (p= 0,000081 e F=
45,942) e amplitude (p=0,00398 e F=6,415) interferiram significativamente (p<0.05 e F>Fcritico)

de forma linear positiva, no resultado de antioxidantes.No gréafico 3B, pode-se notar a faixa
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Otima de extracdo através da cor vermelho escuro, entre as faixas de pH 6 em diante e 70% a
90% para os valores de amplitude, possivelmente devido a maior intensidade das cavitacfes
causadas pelo ultrassom, facilitando a extracdo de antioxidades pelo solvente. O modelo foi
preditivo (R2=90%) e falta de ajuste com (p<0,05).

Sabe-se que sob a influéncia de vibragdes ultrassdnicas ha uma destruigéo rapida e
ativa de materiais intracelulares de tecidos vegetais, o que leva a uma intensificacdo do processo
de extracdo e ao aumento no conteudo de compostos biologicamente ativos em solugdo. O
tratamento com maior porcentagem de amplitude do equipamento de ultrassom levou a uma
maior atividade antioxidante, em comparagéo a centrifugacdo (GORBUNOVA et al., 2018),
corroborando com os resultados obtidos no presente estudo, pois T7 foi extraido com 89% de
amplitude, valor considerado alto, resultando no aumento da extracdo de compostos com
atividade antioxidante.

Outro resultado semelhante ao do tratamento 7 do presente estudo para atividade
antioxidante através de analise de ABTS™ foi o de Calvo, Perullini e Santagapita (2018), que
obtiveram valor de 113+8,0 pgTeac/g do extrato da folha de beterraba obtido por extracdo
aquosa, concluindo que as folhas possuem maior atividade antioxidante do que os caules. Ja em
partes comestiveis de vegetais como cenoura, couve folha e repolho, a atividade antioxidante
foi respectivamente de 109; 306 e 249ugTeac/g, com os dois Ultimos apresentando valores
superiores a T7 (100,22 = 0,41ugTeal/g), evidenciando que, a capacidade antioxidante varia
conforme a matriz vegetal e possivelmente também, devido ao fato de que na polpa dos vegetais
se concentra maior quantidade de massa em relacdo as cascas (MELO; FARIAS, 2014).

Ainda em relacdo ao mesmo estudo, as partes convencionalmente ndo comestiveis
(casca, raizes, folhas, talos) de vegetais como brocolis, beterraba, couve, cenoura, repolho e
rabanete, no brdcolis e na beterraba a atividade antioxidante apresentou-se superior aos demais
vegetais e inferior a atividade antioxidade encontrada no tratamento 7, 0 que mostra que o
método de EAU para extracdo de bioativos da casca da beterraba pode ter alto potencial para
obten¢édo de compostos com atividade antioxidante.
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5.1.4 Colorimetria

Dentre as coodenadas L*, a*, b* e h da analise de colorimetria, os valores da
coordenada a* que variam do vermelho ao verde, foram analisados pormeio dos graficos de

superficie de resposta e do diagrama de Pareto, conforme mostra o gréafico 4.

Grafico 4 Diagrama de Pareto e grafico de superficie de resposta do tempo de
extracdo x pH para o resultado da coordenada a* de cor.
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A: Diagrama de Pareto, B: Grafico de superficie de Resposta de tempo (s) x pH.

De acordo com o grafico 4A, podemos observar que as variaveis independentes pH
(p=0,00046) e tempo (p=0,02976) influenciaram significativamente (p<0,05) de forma linear
negativa no valor obtido pela coordenada a*, ou seja, quanto maior o valor de pH e tempo,
menor o valor de a*. No grafico 4B, pode-se notar a faixa 6tima de extragcdo na cor vermelho
escuro, entre as faixas de pH 3-4 e tempo até 600 segundos. Dessa forma, de acordo com a
tabela 3, pode-se concluir que o tratamento 3 obteve maior valor da coordenada a*

possivelmente influenciado pela combinacdo do seu pH e tempo de extragdo. O modelo linear
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quadrético com efeitos de 2° ordem foi preditivo, evidenciado pelo Rz = 93% e falta de ajuste
com (p<0,05).

As betalainas apresentam estabilidade em uma ampla faixa de pH 4-7, enquanto as
betacianinas, compostos derivados das betalainas responsaveis pela coloracdo vermelha séo
mais estaveis na faixa de pH 4-5 (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019), corroborando com 0s
resultados encontrados para o tratamento 3 em relag@o ao parametro a*, que apresentou maiores
valores quando a extracdo ocorreu em meio com faixa de pH abaixo de 4, indicando maior
incidéncia da coloracdo vermelha no tratamento. Os valores de a* e das demais coordenadas

foram analisadas e expressas na tabela 4.

Tabela 4 Analise de cor dos tratamentos com suas variaveis independentes.

Tratamentos Amplitude pH Tempo L* a* b* H
(%) (s)

Tl 60,1 4,0 603,6  2,88+0,04 5,32+0,22 2,76+0,11 17,54+0,73
T2 60,1 4,0 1496,4 2,67+0,03 7,03+0,06 3,19+0,09 19+0,6
T3 89,9 4,0 603,6  1,85+0,05 9,27+0,09 1,67+0,07 13,45+0,62
T4 89,9 4,0 1496,4  2,45+0,05 5,79+0,16 3,32+0,11 29,86+1,44
T5 60,1 7,0 603,6  1,57+0,03 4,06+0,05 0,95+0,04 13,19+0,41
T6 60,1 7,0 1496,4 2,34+0,04 5,07+0,13 0,79+0,19 8,87+2,3
T7 89,9 7,0 603,6  1,95+0,26 4,4+0,13 0,75+0,05 9,67+0,93
T8 89,9 7,0 1496,4 2,07£0,12 4,62+0,09 0,46+0,22 6,78+1,58
T9 75,0 3,0 1050,0  2,3+0,07 5,44+0,12 2,14+0,23 21,43+2,54
T10 75,0 8,0 1050,0 0,93+0,05 1,86+0,05 0,04+0,02 2,01+0,63
T11 50,0 55 1050,0 1,54+0,05 4,46+0,09 0,89+0,07 11,32+1,05
T12 100,0 55 1050,0 1,42+0,17 3,66+0,18 0,4+0,11 6,28+2,02
T13 75,0 55 300,0 1,79+0,1 4,42+0,05 0,81+0,16 10,37+2,05
T14 75,0 55 1800,0 1,68+0,22 3,29+0,24 0,39+0,18 7,87+1,11
T15 75,0 55 1050,0 2,01+0,02 5,59+0,06 1,17£0,05 11,89+0,44
T16 75,0 55 1050,0  2,13+0,1 4,94+0,11  1+0,04  11,46+0,74
T17 75,0 55 1050,0 2,11+0,39 5,43+0,12 1,06+0,24 10,99+2,26
T18 75,0 55 1050,0 2,66+0,17 5,85+0,11 1+0,16  9,68+1,39
T19 75,0 55 1050,0 1,9240,02 4,68+0,02 0,77£0,02 9,31+0,23

Os valores da coordenada L* variaram de 0,93+0,05 a 2,88+0,04, valores positivos,
porém préximos de 0, sinalizando que a luminosidade das solucBes foi baixa para todos os
tratamentos, possivelmente por conta do extrato que estava concentrado, ndo sobressaindo a
transparéncia da agua, que apresenta alta luminosidade (TONON; BRABET; HUBINGER,
2009).

Ja a coordenada a* manteve, na maioria dos tratamentos, valores positivos em torno
de 4 e 5, com excecdo do tratamento 3 que obteve valor de 9,27+0,09, aparentemente acima

dos demais, sinalizando a predominancia da cor vermelha nos tratamentos. Corroborando com
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os resultados visuais, onde a maioria dos extratos aquosos apresentaram coloragéo semelhante
a da beterraba, em tons de vermelho vinho, exemplificado na figura 9, possivelmente por conta
do alto teor de betaninas, composto derivado das betalainas responsavel pela coloracédo

vermelha, presente no bulbo da beterrabas (Beta vulgaris L.).

Figura 9 Tratamento 3 do extrato aquoso de betalainas.

&> »

Fonte: o autor.

Em relacdo ao parametro b* que varia do amarelo ao azul, os valores se mantiveram
positivos, favorecendo a predominancia de tonalidade avermelhada, com excecdo dos
tratamentos 2 e 4 que apresentaram colora¢do com tons mais alaranjados, quando visualizados
a olho nu, confirmados aparentemente pelos maiores valores da coordenada b* (3,19+0,09 e
3,32+0,11, respectivamente). 1sso pode ser possivelmente explicado pelo fato de que durante o
processo de sonicacdo, esses dois tratamentos alcangaram as maiores temperaturas por conta do
descongelamento do banho de gelo e pelo alto tempo de extracao.

O angulo hue® (H), mostra as tonalidades em que os tratamentos se encontram, onde
de 0 a 90°, as amostras entdo dentro do quadrante de tons avermelhados e todos os tratamentos
apresentaram valores que correspondem as coordenadas referente a tonalidade vermelha.

Dessa forma, atraves de todas as coordenadas estudadas e a analise visual, podemos
inferir que o metodo de extracdo assistida por ultrassom, associado as variaveis independentes
(amplitude, tempo e pH) foram eficazes para extragdo do pigmento com coloragdo vermelha

predominante.
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5.1.5 Correlacéo de Pearson (r)

As variaveis dependentes betalainas, polifendis e atividade antioxidante obtiveram
coeficientes de correlacdo acima do valor minimo de 0,5, para que se tenha um nivel de
correlagéo que possa ser considerado, sendo confirmados pelos valores de p<0,05, que demostra

correlagéo significativa.

Tabela 5 Correlagao de Pearson entre variaveis dependentes.

Betalainas totais Polifendis totais Atividade antioxidante

Betalainas totais 0 p=2,651° p=0,00072
Polifenois totais 0,95 0 p=0,00033
Atividade antioxidante 0,71 0,73 0

Através dos dados da tabela, pode-se concluir que as variaveis dependentes
betalainas, polifendis e atividade antioxidante obtiveram coeficientes de correlacdo acima do
valor minimo de 0,5 para que se tenha um nivel de correlacdo que possa ser considerado, sendo
confirmados pelos valores de p<0,05, que mostra que a correlacdo foi significativa. Todos os
coeficiente apresentaram valores positivos, o que significa que as variaveis se correlacionaram
de forma linear positiva.

O coeficiente de Pearson entre betalainas e polifendis apresentou alta correlacédo
entre essas variaveis, ou seja, quanto maior a quantidade de betalainas totais no extrato, maior
foram o valores encontrados para quantidade de polifendis totais. Resultado semelhante ao
encontrado por Antigo, Bergamasco e Madrona (2018), que obtiveram r=0,9 para correlagdo
entre betanina e quantidade de compostos fenolicos. Esta correlacdo foi positiva, uma vez que
a betanina é o principal composto fendlico encontrado em beterraba vermelha.

Ja a atividade antioxidante obteve valores positivos r=0,71 na correlacdo com
betalainas e 0,73 com polifendis totais, corroborando com as propriedades dos polifendis e das
betalainas, formadas por compostos com alta atividade antioxidante (CLIFFORD et al., 2015 e
KATHIRAVAN; NADANASABAPATHI; KUMAR, 2014).
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5.2 Etapa 2 — Encapsulamento de corante natural por gelificardo i6nica

Nesta etapa, foram selecionados quatro tratamentos, dos 19 gerados pelo
delineamento de composto central rotacional (DCCR) os quais obtiveram maior quantidade de
betalainas totais, de polifendis totais, maior atividade antioxidante e resultados de melhor
coloragdo vermelha (pardmetro a*), de acordo com os resultados apresentados nos gréaficos de
superficie de resposta (GSR) obtidos na etapa 1 deste trabalho. Os tratamentos escolhidos foram
0 T3, T7, T8 e T10, os quais foram submetidos ao processo de microencapsulamento com
alginato de sodio como material de parede, gluconolactato de calcio como agente reticulante e
em seguida foram liofilizadas.

Os parametros utilizados no encapsulator, bem como quantidade de alginato e sal
de célcio foram previamente estudados e escolhidos de forma criteriosa para se obter o tamanho
e consisténcia desejadas das microparticulas.

Ja como processo de secagem, segundo Anwar e Kunz (2011), a liofilizacdo é a
técnica mais adequada para a desidratacdo de quase todas as substancias sensiveis ao calor, tais
como 6leos naturais, corantes, aromas, drogas, bem como componentes sollveis em agua,
devido a baixas temperaturas de operacdo com a auséncia de ar, resultando em produtos de
qualidade prolongada e superior, evitando deterioragdes causadas por oxidacdo ou modificacdo

quimica.

5.2.1 Anélise de imagem

As cépsulas liofilizadas foram analisadas em microscopio éptico com camera
digital acoplada, apresentando valores médios de tamanho de particula e forma com seus

respectivos desvios padrdo conforme mostra a tabela 6.

Tabela 6 Tamanho e forma das microesferas.

Tratamentos Tamanho (um) Formato circular
T3 771,7 +165,3% 0,51 +0,15%
T7 773,56 + 130,432 0,58 £ 0,16%
T8 844,83 + 180,9" 0,38 +0,07°
T10 697,56 + 154,18° 0,57 +£0,122

Valores com letras iguais na mesma coluna néao diferem significativamente, valores com letras
diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-oxidation
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/chemical-modification
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A diferenca entre encapsulagdo, microencapsulacdo e nanoencapsulacdo esta no
tamanho da particula. Microparticulas sdo formadas com um tamanho entre 1 e 1000 um
(MARTINS et al., 2014). Dessa forma, os valores médios obtidos para o tamanho das particulas
dos 4 tratamentos encapsulados, que todos podem ser considerados como microesferas ou
microparticulas, uma vez que, variaram de 697,56 + 154,18 a 844,83 + 180,9 um (tabela 6).

Estatisticamente (p<0,05), podemos concluir que o tratamento 8 obteve o maior
tamanho de particulas, enquanto T10 obteve menor tamanho de particula, ambas diferindo dos
demais. T3 e T7 ndo apresentaram diferenca significativa. Embora todos os tratamentos tenham
passado pelos mesmo processo de microencapsulamento, o processo de liofilizagédo gerou
microparticulas de tamanho e forma sem uniformidade, devido o processo de retirada da dgua
durante a sacagem intensificado pelo caraterisca do alginato de sodio, que, quando reticulado
apresenta alta porosidade (BALDWIN; HAGENMAIER; BAI, 2011). Problemas relacionados
com a falta de controle sobre o tamanho das particulas podem ser encontrados, devido a
sublimacdo do gelo durante o processo (ANANDHARAMAKRISHNAN; RIELLY;
STAPLEY, 2010).

Esse fator pode ter afetado no alto desvio padrdo encontrado para os tamanhos das
microparticulas e no seu formato circular, mostrados na tabela 6, uma vez que, se obteve
capsulas com o formato de esferas, como também houveram varias capsulas com formato

menos circulares, evidenciados na figura 10.

Figura 10 Imagem microscépica dos corantes encapsulados

Fonte: o autor
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A forma circular, ou circularidade das particulas é definida como um valor entre 0
e 1, indicando a semelhanca da forma da particula em relacdo a um circulo ou esfera, quanto
mais proximo de 1, mais esférica € a particula (CALVO; SANTAGAPITA, 2016). Por conta
do processo de secagem, houve uma despadronizacao na circularidade ‘das esferas, mostrado
na figura 11, com algumas particulas com valores mais proximos de 1 e outras menos circulares,
com valores de até 0,3. Como os valores foram obtidos através da média dos valores de
circularidade de varias capsulas escolhidas aleatoriamente, os valores ficaram entre 0,38 + 0,07
a 0,58 £ 0,16, sendo T8 o tratamento com menor valor de média para circularidade das

particulas, diferindo dos demais tratamentos (p<0,05).

Figura 11 Microparticulas de alginato antes da secagem (A) e apds o processo de secagem

(B).

A

Fonte: o autor

Calvo, Santagapita e Perullini (2019) em seu estudo sobre tamanho do bico de
extrusdo nas propriedades estruturais das capsulas de alginato, obtiveram particulas em torno
de 1500 a 3500um, valores duas até vezes maiores do que 0s encontrados no presente estudo,
sendo facilmente compreendidos pelo fato de que as capsulas ndo passaram pelo processo de
secagem, contendo maior volume de &gua, consequentemente, maior tamanho e maior
padronizacdo do seu formato circular (valores de circularidade em torno de 0,9), ou seja,

particulas com forma mais circulares como o de esferas bem definidas.

5.2.2 Umidade Relativa (UR)

Os resultados obtidos na analise de umidade foram apresentados na tabela 7, com

suas médias, desvio padrédo, analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 95%
de confianca (p < 0,05).



58

Tabela 7 Valores de umidade relativa (UR) e atividade de agua (Aw).

Tratamentos UR (%) Aw (%)
T3 9,21 £ 0,25% 0,57 £0,02%
T7 11,01 +0,11° 0,54 +0,00°
T8 8,11 +0,10° 0,54 + 0,06%
T10 8,94 + 0,08? 0,51 +0,01%

Valores com letras iguais na mesma coluna néo diferem significativamente, valores com letras
diferentes na mesma coluna diferem entre si (p<0,05).

A umidade relativa das microparticulas variou de 8,11 £ 0,10 a 11,01 + 0,11, com
o tratamento T10 diferindo significativamente de T7 e T8, e ndo tendo diferenca significativa
de T3, enquanto que os demais tratamentos diferiram entre si ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05). Isso mostra que as variaveis (pH, amplitude e tempo) do processo de extracdo
assistida por ultrassom (EAU) interferiram nos valores de umidade das microparticulas, uma
vez que, todas as demais varidveis do processo de microencapsulamento foram as mesmas pra
todos os tratamentos.

Silva et al. (2013), obtiveram resultados que se aproximaram dos resultados deste
estudo, com valores acima de 5,3% ao secar extratos das cascas de jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba) encapsulados por maltodextrina como agente carreador. Ja Otalora et al. (2018) em
seu estudo sobre encapsulamento de betaxantinas de palma (Opuntia megacantha), obtiveram
valores de umidade das microparticulas de 1,18 + 0,02 para secagem em spray dry e 2,86 + 0,01
para secagem em estufa de circulacdo de ar. As microparticulas foram obtidas pelo método de
gelificacdo idnica com alginato, obtendo valores relativamente mais baixos que os desse estudo,
possivelmente devido as temperaturas mais elevadas usadas no processo de secagem. Segundo
Laokuldilok e Kanha (2015) quanto maior a temperatura de secagem, maior a forca motriz na
evaporacgdo da &gua, resultando em um material encapsulado com menor teor de umidade e
atividade de &gua. Além disso, o processo de liofilizacdo é um processo simples, realizado a
baixas temperaturas de operagdo, possibilitando assim uma maior presenca de umidade apds o
processo de secagem (ANWAR; KUNZ, 2011).

Outro fator que pode ter influenciado no teor de umidade das microparticulas é a
alta higroscopicidade — capacidade do material em absorver a umidade do meio — inerente as
particulas obtidas, isso devido a matriz de alginato ser muito higroscopica, um fator critico que

afeta a estabilidade durante o armazenamento do granulo (OTALORA et al., 2016).
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O estudo da quantidade de agua presente nas capsulas é de grande importancia, pois
diversos trabalhos relatam que o aumento na umidade relativa de armazenamento levam ao
aumento nas constantes da taxa de reacdo de degradacdo (MAHFOUDHI; HAMDI 2014,
OTALORA et al., 2015 e RAMONEDA et al., 2011). Embora se saiba que a 4gua age como
um meio para reagdes quimicas e bioldgicas, o contetdo de &gua no material da parede por si
s6 ndo é um indicador da atividade bioldgica.

5.2.3 Atividade de agua (Aw)

Uma indicacdo mais precisa € a atividade da agua, responsavel pela agua “livre” no
material de parede. Valores baixos de Aw sdo encontrados em atmosferas secas onde a agua é
fortemente atraida para os sitios polares dos constituintes da parede e ndo esta disponivel para
nenhum tipo de reacdo (PITALUA; JIMENEZ; BERISTAIN, 2010).

De acordo com a tabela 7, os valores para atividade de agua nas microesferas ndo
apresentaram diferenca significativa entre si (p < 0,05), mostrando que as variaveis (pH,
amplitude e tempo) do processo de extracdo (EAU) ndo interferiram nos valores de Aw das
microesferas. Os valores de Aw da microesferas foram inferiores a 0,57 + 0,02, medidas a
temperatura de 35°C, valor abaixo de 0,63, 0o que permite considerar estes solidos como
bioquimicamente e microbiologicamente estaveis (OTALORA et al., 2016).

Os resultados encontrados nesse estudo, foram semelhantes aos encontrados por
Otalora et al. (2018), que obteve valores de 0,51 + 0,02 de atividade de agua utilizando método
de gelificacdo inbnica com alginato como material de parede. J& Zardo (2014), obteve valos de
atividade de agua abaixo de 0,1 para microesferas com mistura de diferentes proporcdes de
goma arabica e maltodextrina pelo método de pulverizacdo com temperaturas acima de 150 °C.
Dessa forma podemos evidenciar a influéncia da temperatura e do material de parede na
secagem do material e consequentemente na Aw das microesferas (LAOKULDILOK;
KANHA, 2015).

5.2.4 Quantificacao de betalainas totais

Apos o processo de microencapsulamento por gelificacdo idnica, foi avaliado a
guantidade de betalainas em base seca, com o pigmento encapsulado na matriz de alginato apds

serem submetidos a processo de secagem por liofilizagcdo. A tabela 8 mostra quantificacdo de
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betalainas no extrato e os resultados para a taxa de reten¢éo do composto nas esferas, todos com
valores de desvio padréo e analise de variancia e teste de Tukey.

Tabela 8 Quantidade de betalainas totais do extrato, das microparticulas e taxa

de retencao.

TRATAMENTOS BETALAINAS BETALAINAS (mg/100g) TAXA DE
(mg/100g) MICROPARTICULAS RETENGCAO
EXTRATO (%)
T3 392,34 + 7,012 203,88 + 6,762 74.94 + 3,012
T7 379,86 + 13,42 257,86+ 11,16" 67,88 + 1,21°
T8 42064 + 0,65° 387,41+ 8,18° 92,1 +1,81°
T10 451,19 + 2,35° 409,35 + 3,53¢ 90,73+ 1,19¢

Valores com letras diferentes na mesma coluna, apresentam diferenca significativa (p<0,05).

De acordo com os resultados obtidos para as microparticulas apresentados na
tabela, pode-se concluir que os tratamentos 3 e 7 diferiram significativamente (p<0,05) das
demais amostras, enquanto que o tratamento 10 apresentou maior valor (409,35 + 3,53
mg/100g), ndo diferindo significativamente do tratamento 8 (387,41 + 8,18 mg/100g).
Semelhantemente ao que ocorreu com a quantidade de betalainas presente no extrato antes do
processo de microencapsulacao, onde T10 obteve maiores valores e T7 com menor valor. Dessa
forma podemos ver que as varidveis independentes do processo de extracdo, interferiram na
quantificacdo de betalainas dos tratamentos de forma significativa.

No tratamento 10, o pigmento foi extraido em meio com pH 8, o maior valor de pH
para os tratamentos descritos pelo delineamento decomposto central (DCC), mostrando que a
combinacdo de amplitude (75), pH e tempo de extracdo (1050 segundos), extraiu as maiores
quantidades de betalaina, se mantendo ap0s o processo de microencapsulamento. 1sso pode ser
entendido devido ao uso da amplitude intermediaria em relacdo as demais utilizadas, que pode
ter sido menos nociva ao pigmento e associado a tempo de aproximadamente 15 minutos, que
fizeram com que a temperatura ndo se elevasse (LAQUI-VILCA et al., 2018). O pH relatado
na se¢do 5.1.1, na faixa de estabilidade das betalainas, possivelmente conservando o pigmento
apos o processo de microencpsulamento.

Outros autores quantificaram betalainas microencapsuladas em diferentes matrizes,
fontes e através dos resultados obtidos, pode-se inferir que os resultados obtidos neste estudo
foram satisfatérios. Delia et al. (2019) encontraram valores entre 77-392 mg de betalaina/100g

de encapsulado em seu estudo de microencapsulamento de extratos de Escontria chiotilla e
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Stenocereus queretaroensis por spray drying, valores semelhantes aos encontratos no
tratamento 8 e 10. Carmo et al., (2018), também apresentaram valores em torno de 390mg de
betalaina/100g de encapsulados com oligossacarideos e proteinas do soro do leite. Ja Laqui-
Vilca et al. (2018) apresentaram valor maximo de 218.2 £ 12.3 mg de betalaina/100g, assim
como Gorbunova et al. (2018) que obtiveram valor semelhante ao tratamento 7, em torno de
200 mg/100g de cépsulas de alginato contendo betalainas extraidas das folhas da beterraba
extraidas por ultrassom. Desse valor, 90,5 + 7 mg/100g foi de betacianinas, responsavel pela
coloracdo avermelhada, e 127,6 £ 9 mg/100g foi de betaxantinas, responsavel pela coloragédo
amarela.

No presente estudo, ao contrario dos resultados de Gorbunova et al. (2018), a
guantidade de betanina (coloracdo vermelha) foi superior aos valores de vulgaxantina
(coloracdo amarela), conforme mostraa o grafico 5. T10 obteve maior quantidade de betanina
(286,59 + 4,54 mg/100g), diferenciando significativamente dos demais tratamentos, enquanto
o valor de vulgaxantinas ficou em torno de 120mg/100g, ndo diferindo significativamente
(p<0,05) das demais amostras. Mostrando que o processo de extracao assistida por ultrassom

favoreceu a extracdo das betaninas.

Grafico 5 Quantidade de betaninas e vulgaxantinas das microparticulas.
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Valores com letras iguais nas colunas de mesma cor néo diferem significativamente, valores com
letras diferentes nas colunas de mesma cor diferem entre si (p<0,05). Pé: pé das cascas liofilizados
da beterraba, T3: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 4 e tempo de 603,6 segundos;
T7: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 7 e tempo de 603,6 segundos; T8:
tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 4 e tempo de 1496,4 segundos; T10: tratamento
extraido com amplitude de 75%, pH 8 e tempo de 1050 segundos
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5.2.4.1 Taxa de retencdode betalainas (TRB%)

Atraveés da tabela 8, pode-se observar a taxa de retencdo, que foi calculada para se
avaliar o processo de eficiéncia do microencapsulamento quanto a retencéo de betalainas nas
capsulas de alginato de sodio. A porcentagem de retencdo se manteve entre 67,88 £ 1,21 - 92,1
+ 1,81, tendo os tratamentos 8 e 10 com as maiores taxas de retencéo, diferindo (p<0,05) dos
demais tratamentos e T7 com a menor taxa de retencéo.

A retencdo de compostos bioativos em processos de microencapsulamento estdo
relacionados principalmente, ao processo de secagem das particulas e ao material de parede
utilizado. Em pesquisa realizada com microencapsulamento de betalaina com mucilagem de
cactos como material de parede e utilizando spray drying como método de secagem, foram
obtidos taxas de retencdo do pigmento de até 98%, valor superior aos obtidos nos tratamentos
desse estudo, embora T8 e T10 tenham alcancado valores em torno de 90%.

Na liofilizacdo, a 4gua é removida de uma solucdo aquosa via sublimacéo deixando
0 produto desidratado. Durante o processo de sublimagdo, o produto seco torna-se poroso,
devido os caminhos percorridos pelo vapor d’agua através das capsulas (LABUSCHAGNE,
2018). Dessa forma, essa porosidade pode vir a ser uma “porta de entrada” de agentes externos
causadores da degradacdo das betalainas, interferindo na retencdo do pigmento nas capsulas.
Outro possivel fator que pode contribuir com uma menor retencdo € a propriedade de
higroscopicidade das microesferas

Carmo et al. (2018) usando proteina do soro do leite adicionado a maltodextrina
como agente carreador, obteve valores de até 60% de taxa de retencdo, valor abaixo da menor
taxa (67,88 + 1,21%) obtida nos tratamentos aqui estudados. Dessa forma, varios outros fatores
relacionados as caracteristicas intriscecas do material podem influénciar na retencdo do
pigmento.

Mesmo com taxas de retencdo em torno de 60%, o método de encapsulamento de
corantes ainda é uma alternativa para prolongar a estabilidade de betalainas, devido sua alta
sensibilidade a fatores externos (LABUSCHAGNE, 2018).
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5.2.5 Quantificacao dos polifenais totais

Compostos fenolicos sdo uma grande classe de metabolitos subordinados de plantas
e significativos para a qualidade de alimentos a base de plantas. Beterraba tem alta quantidade
de compostos fendlicos e flavonoides. O contetdo total de acidos fendlicos em beterraba foi
relatado como sendo 50-60umol/g de peso seco (KATHIRAVAN; NADANASABAPATHI;
KUMAR, 2014). Além disso, a sua casca de tem a segunda maior concentracao de peso seco
de fendis totais (CHHIKARA et al., 2019). Dessa forma, pode-se inferir que o co-produto da

beterraba é uma fonte riquissima de compostos fendlicos, conforme mostra a tabela 9

Tabela 9 Quantidade de polifendis do extrato, das microparticulas e taxa de
retencao.

TRATAMENTOS POLIFENOIS POLIFENOIS TAXA DE
(mg GAE*/1009) (mg GAE*/100g) RETENCAO
EXTRATO MICROPARTICULAS (%)
T3 565,21 + 2,012 284 49 + 8,622 50,33 + 1,36°
T7 662,67 + 3,46° 337,69 + 19,43P 50,95 + 2,732
T8 689,95 + 3,049° 475,2 + 11,75° 68,87 + 1,4°
T10 671,86 + 2,31¢ 361,89 + 20,45P 53,86 + 3,03?

Valores com letras diferentes na mesma coluna, apresentam diferenca significativa (p<0,05).
*GAE: equivalentes de acido galico

A quantidade de polifendis obtidos nos extratos do co-produto da beterraba dos
tratamentos 3, 7, 8 e 10 diferiram significativamente entre si (p<0,05), evidenciando a
influéncia das varidveis independentes durante o processo de extracdo assistida por
ultrassom.T8 apresentou maior valor na quantidade de compostos fendlico e T3 com 0 menor
valor, facilmente entendido, pela influecia do pH 4 utilizado com menor tempo de extra¢do do
delineamento, conforme foi discutido no tépico 5.1.2.

Apbs o processo de microencapsulamento com alginato, pode-se observar que T8
continuou sendo o tratamento com maior quantidade de polifendis, diferindo estatisticamente
(p<0,05) dos demais tratamentos, enquanto T3 apresentou menor valor, e T7 e T10
apresentaram valores intermediarios ndo diferindo entre si.

O resultado da quantidade de polifendis obtido para T8 (475,2 £ 11,75mg
GAE/100g) ap6s encapsulamento foi semelhante ao encontrado por Antigo, Bergamasco e
Madrona (2018) que encontraram o valor de 403,11 mgGAE/100g de beterraba pro tratamento

encapsulado com maltodextrina como material de parede, em pH 6 através de secagem por
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liofilizac&o e valor de 571,91 mgGAE/100g sob as mesmas condicGes, para a secagem por spray
drying, evidenciando a hipétese relatada no por Labuschagne (2018), com relacdo producgéo de
poros no encapsulado durante o processo de liofilizacdo, que pode facilitar a acdo de agentes
externos na degradacdo dos compostos fenolicos, assim como nas betalainas. Diante disso, foi

analisada a taxa de retencdo dos compostos apos encapsulamento do pigmento.

5.2.5.1 Taxa de retencao de polifendis (TRP%)

A quantidade de polifendis nos tratamento 3, 7 e 10 apds o processo de
microencapsulamento em rel¢éo ao extrato, foram reduzidos em torno de 50% né&o diferindo
significativamente entre si (p<0,05), enquanto que em T8, a porcentagem de retencdo de
compostos fendlicos foi de 68%, diferindo dos demais tratamentos. Valores de retencdo de
polifendis semelhantes foram encontrados por Calvo, Santagapita e Perullini (2019)
microencapsulando extratos de caules de beterraba com alginato como material de parede.

Essa reducdo na quantidade de polifendis pode ser atribuida ao fato de que, durante
0 processo de extracdo, as solugbes estavam protegidas contra fatores externos como a luz e
umidade, que funcionam como agentes de degradacdo tanto em betalainas como em polifendis,
durante o processo de encapsulamento foram expostas a temperatura ambiente, luz, oxigéncio,
umidade, tornando-se mais suscetiveis a processos degradativos.

Mesmos com taxas de retencdo de polifendis com porcentagens entre 50,33 + 1,36
e 68,87 14, os valores de compostos fendlicos obtidos apds o processo de
microencapsulamento foram superiores aos encontrados em estudos sob diferentes condigcdes
de encapsulamento e matrizes obtidos na literatura (KHATAB et al., 2016, CALVO;
PERULLINI; SANTAGAPITA, 2018, LAQUI-VILCA et al., 2018, RORIZ et al., 2018).

5.2.6 Atividade antioxidante

Os resultados de atividades antioxidantes obtidos pelo método de sequestro de
radicais livres (ABTS*") para o extrato das cascas da beterraba, antes e apds o processo de
encapsulamento com alginato por gelificacdo idnica, juntamente com as porcentagens de taxa

de retencdo foram expressados na tabele 10.


https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0963996918301194#!

65

Tabela 10 Atividade antioxidante do extrato, das microparticulas e taxa de

retencao.
TRATAMENTOS ATIVIDADE ATIVIDADE TAXA DE
ANTIOXIDANTE ANTIOXIDANTE RETENCAO
(MLgTEAC*/100g) (MLgTEAC*/100g) (%)
EXTRATO MICROPARTICULAS

T3 37,3 + 0,56% 30,72 + 0,952 82,38 + 2,792

T7 100,29 + 0,41° 89,93 +1,41P 89,74 + 1,78

T8 73,30 + 0,56° 61,86 + 2,64° 84,38 + 3,43

T10 71,387 + 1,15¢ 60,62 + 2,88° 84,92 + 3,992

Valores com letras diferentes na mesma coluna, apresentam diferenca significativa (p<0,05).
*TEAC: equivalente de trollox

Pode-se concluir através da tabela 10 que houve diferenca significativa (p<0,05)
entre os quatro tratamentos, com T3 obtendo menor atividade antioxidante e T7 apresentando
maior valor para atividade antioxidante nos extratos da casca de beterraba. 1sso mostra que as
varidveis independentes amplitude, tempo e pH influenciaram na atividade antioxidante dos
tratamentos. T7 obteve maior valor extraido com amplitude de 89%, pH 7 — relatado na
literatura como faixa de estabilidade dos pigmentos derivados das betalainas — e tempo de 10
minutos, relativamente baixo em relagdo aos demais tempos propostos no delineamento
experimental, fatores que certamente influenciaram para maior obtencdo da atividade
antioxidante.

Apos a etapa de extracdo, os tratamentos foram armazenados, a fim de, reduzir ao
maximo a perda da atividade antioxidante até o processo de encapsulamento e secagem do
pigmento, onde o material de parede agiria como protecdo para 0s compostos com atividade
antioxidate. Apds a etapa de encapsulamento, T7 continuou sendo o tratamento com maior
atividade antioxidante (89,93 + 1,41), diferindo estatisticamente dos demais (p<0,05), assim
como T3 continuou apresentando menor atividade (30,72 = 0,95). Mesmo T3 sendo o
tratamento com menor atividade, apresentou maior atividade antioxidante que os valores
obtidos por Sardella (2016) microsencapsulando extrato de beterraba por spray drying,
enquanto a atividade antioxidante obtida para o extrato in natura foi significativamente maior.
Esse fato pode ser explicado, levando em consideracdo que no processo de atomizacéo, as
amostras sdo expostas a altas temperaturas, apesar de ser por um curto intervalo de tempo,
interferindo na degradacao dos compostos com capacidade antioxidante.

Moser et al. (2017) avaliaram a estabilidade de antioxidantes em suco de uva BRS
violeta, microencapsulados com misturas de maltodextrina e proteinas, durante o

armazenamento, relatando atividades antioxidantes de 27,83; 33,06; 21,94 e 24,60ug
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TEAC/100 g, valores abaixo dos encontrados no referente estudo. 1sso mostra que tanto a matriz
escolhida, como o método de extracdo e encapsulamento apresentaram resultados que
atribuiram grande potencial de atividade antioxidante as microesferas de alginato contendo

pigmento extraido das cascas da beterraba por meio de ultrassom.

5.2.6.1 Taxa de retencdo de atividade antioxidante (TRA%)

De acordo com a tabela 10, podemos observar que ndo houve diferenca significativa
na taxa de retengdo da atividade antioxidante nos tratamentos apOs processo de
microencapsula¢do, mantendo-se médias em torno de 89% de retencdo, mostrando que o
processo de encapsulacdo com alginato como material de parede, preservou a atividade
antioxidante dos compostos bioativos.

Para 0 TRA%, com excecdo das capsulas que tiveram extrato de caule de beterraba
no sistema de sacarose, que apresentou 70% de atividade, a TRA% ficou entre 20 e 40% para
todos os sistemas (CALVO; PERULLINI; SANTAGAPITA, 2018). Valores bem muito abaixo
dos encontrados nos tratamentos T3 e T7. Semelhantemente, o estudo de Calvo, Santagapita e
Perullini (2019), que utilizou vérios polissacarideos em combinacdo com alginato como
material de parede, obtendo porcentagens abaixo de 67% de retencdo da atividade antioxidade.
A adicdo desses polissacarideos pode ter alterado a matriz de alginato. Segundo os autores essas
alteracBes podem estar relacionadas a presenca de grupos adicionais de poligalacturonato que
podem interagir diretamente com polifendis e betalainas, bem como promover modificacdes

nas associagdes de Ca?*-alginato.

5.2.7 Colorimetria

As microesferas foram dissolvidas em agua na proporcdo de 1:100 (m/v) e em
seguida foram analisadas em um colorimetro para avaliar a coloracdo do corante liberado

inicialmente em solugé@o aquosa. Os resultados foram expressos na tabela 11.
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Tabela 11 Analise colorimétrica das microparticulas.

Coordenadas
Tratamento L* a* b* h°
T3 38,3+2,872 25,33+0,41% -4,87+0,182 349,11+0,49%
T7 35,13+3,40a° 18,59+1,06° 1,63+0,97" 5,16+3,21°
T8 32,3513,34° 16,77+1,58° 2,89+0,51° 10,01+2,68°
T10 31,01+3,33° 14,25+1,299 4,56+0,53¢ 17,95+3,37¢

Valores com letras diferentes na mesma coluna, apresentam diferenca significativa (p<0,05).

Houve um considerdvel aumento nos valores da coordenada L*, que reflete a
luminosidade da amostra, para todos os tratamentos encapsulados devido a luminosidade
presente na agua, uma vez que, as microesferas de alginato diminuiuram a concentracdo do
corante na proporcao de 1:100 (m/v), deixando-o mais diluido do que no extrato. Dessa forma
pode-se perceber que as capsulas de alginato ndo dissolveram em &gua, sendo necessario um
processo de filtragem para que a leitura no colorimetro néo tivesse interferéncia das particulas.
Fato semelhante foi relatado no estudo de Ferreira (2018) e Tonon, Brabet e Hubinger (2009),
gue encontraram valores maiores para coordenada L* por conta da diluicdo das microparticulas
em seus estudos com encapsulamento de betalainas pelo método de gelificacdo i6nica e spray
drying, respectivamente.

Em relacdo a coordenada a*, todos os tratamentos obtiveram valores positivos e
aumento no valor dessa coordenada, o0 que sinaliza que a cor vermelha apresentou tonalidades
mais claras, muito possivelmente por conta da menor quantidade de corante dissolvido em meio
aquoso sob a mesma proporcao, por conta do encapsulamento, em relacdo ao extrato. Além
disso, todos os tratamentos diferiram significativamente entre si, onde T3 obteve maior valor
pra coordenada a*, consequentemente tonalidades mais claras de vermelho, tendendo mais ao
roxo, corroborando com o valor negativo da coordenada b*, que corresponde a coloracéo azul
e pelo h° de 349,11 £ 0,49, que ao quadrante onde se localiza a transi¢éo entre a tonalidade azul
e vermelha, predominando o roxo. O que pode ser justificado pela menor quantidade de
betanina encontrada em relagédo as demais amostras (DALLA COSTA, 2015).

Embora os demais tratamentos tenham apresentado diferenca significativa entre si
(p<0,05) para os parametros b* e h° todos eles apresentaram valores caracteristicos da
predominancia de tonalidade de vermelho, mostrando que o processo de encapsulamento foi
eficiente na preservacdo da coloracdo vermelha no corante, sendo percebidas instantaneamente

apos a dissolugé@o das microparticulas em agua.



68

5.2.8 Estabilidade das microparticulas

A estabilidade das betalainas foram avaliadas durante 15 dias, sendo analisadas a
cada 3 dias, com excecdo do intervalo entre 0 9° ao 15° dia, que decorreram-se 6 dias, ndo
havendo a andlise do 12° dia por conta do final de semana. A cada 3 dias foi realizada uma
diluicdo de microparticulas contendo betalainas em agua, na proporg¢do de 1:100 (m/v) e em
sequida levadas ao espectrofotdmetro para realizacdo da andlise da quantidade de betalainas
totais, conforme descrito no item 4.8. Embora as microparticulas tenham sido diluidas em agua,
a quantidade de betalainas totais foi calculada em relacédo a base seca.

As microesferas estudadas na auséncia de luz foram cobertas por papel aluminio e
armazenadas em local protegido de luz, para que fosse observado se uma simples protecdo de
luz externa influenciaria na estabilidade das betalainas. As microesferas estudadas na presenca
de luz foram colocadas em recipiente transparente em local com incidéncia de luz, sendo
submetida a indices menores de luminosidade no periodo noturno. Os resultados da taxa de

degradacédo foram expressos na tabela 12.

Tabela 12 Taxa de degradagdo das betalainas na auséncia de luz (AL) e em
presenca de luz (PL) ao longo de 15 dias.

Taxa de degradacéo (%) em AL Taxa de degradacéo (%) em PL
Dia D3 D6 D9 D15 D3 D6 D9 D15

T3 | 499+0,28 6,29+0,1*  8,59+0,1*  15,67+0,2* | 6,35+0,2® 7,66+0,2*  10,37+0,42 17,68+0,22
T7 | 555+0,6° 7,85+0,3° 9,72+0,6*  16,27+0,4% | 7,563+0,2° 9,16+0,1%  12,36+0,7°  19,42+0,6%
T8 | 564+0,6° 7,41+0,8%  9,17+12 16,91+0,4% | 7,52+0,1°® 8,73+0,8%  11,49+0,5%  19,88+1,5%

T10 | 6,7620,4° 8,59+0,5° 10,06+0,3* 17,44+0,2° | 8,57+0,6° 10,49+1,3  13,46%0,5° 22,110,4¢
b

Valores com letras iguais na mesma coluna nio diferem significativamente, valores com letras
diferentes na mesma colunas diferem entre si (p<0,05).

Pode-se observar que as taxas de degradagédo na auséncia de luz (AL) durante os 15
dias de armazenamento foram menores do que na presencga de luz (PL), confirmando a sua
influéncia no processo de degradacédo do corante. Resultado semelhante aos de Santana (2019)
em seu estudo com secagem por atomizacdo do suco de pitaya vermelha, onde relatou que
obteve percentual em torno de 15,75% e 20,55% de taxa de degradacdo de betalainas em AL e
PL, respectivamente, ao final de 15 dias. A imersao de luz na faixa UV visivel excita os elétrons

do cromdforo das betalainas para um estado mais energético, iniciando maior reatividade ou
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menor energia de ativacdo da molécula e favorecendo o processo degradativo (PACIULLI et
al., 2016).

Ja Ferreira (2018) obteve valores acima de 50% de taxa de degradacéo de betalainas
microencapsuladas com alginato, por meio de gelificacdo ibnica ap6s 14 dias de
armazenamento sob refrigeracdo, valores muito abaixo dos encontrados o presente estudo.
Muito provavelmente por conta das microparticulas ndo terem sido secas apds a sua formacao,
migrando o &cido betalamico para 0 meio usado para 0 armazenamento do corante encapsulado.

Ainda de acordo com a tabela 12, notou-se que T3 e T7 apresentaram menores taxas
de degradacdo ao final dos 15 dias, com T3 diferindo significativamente (p<0,05) dos demais
tratamentos, possivelmente por conta que T3 e T7 foram os tratamentos com menor tempo de
extracao (603 segundos) associados ao pH (3 e 7, respectivamente) de extracdo dentro da faixa
de estabilidade do pH das betalainas que é entre 3-7 (CHIKKARA et al., 2019). Fato que esta
de acordo com os resultados de T10, embora tenha apresentado maior quantidade de betalainas,
obteve maiores percentuais de degradacdo, uma vez que o tempo de extracdo foi de 1050
minutos, associado ao extrato com pH 8, ndo sendo um valor citado por muitos autores como
fator que contribui para estabilidade das betalainas.

O baixo decréscimo das quantidades de betalainas, associadas as baixas taxas de
degradacdo mostrada na tabela, podem indicar que o processo de microencapsulamento
proporcionou resultados satisfatérios em relagdo a estabilidade das betalainas.

Otalora et al. (2018) mostraram que a taxas de degradacdo das betalainas foram
menores ao longo do armazenamento para amostras submetidas a algum processo de
encapsulamento, tanto por gelificacdo i0nica quanto por spray drying em relagcdo a amostra

controle que n&o foi encapsulada.
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5.3 Etapa 3 — Incorporacao do corante encapsulado em matriz alimenticia

A incorporagdo do corante em matriz alimenticia ocorreu pela adicdo de 0,1875g
de microparticulas obtidas dos tratamentos T3, T7, T8, T10 e do pd das cascas de beterraba
(utilizados para extracdo dos corantes) como tratamento controle, em iogurte natural de
coloracdo branca. O corante encapsulado foi pesado e em seguida misturado ao iogurte,

apresentando coloragdo conforme mostra a figura 12.

Figura 12 Iougurte adicionado de corantes microencapsulados e do p6 das cascas
de beterraba.

Fonte: o autor

T3 obteve coloragdo semelhante ao iogurte natural adicionado de microcépsulas de
maltodextrina contendo corante obtido pela secagem por atomizacdo do suco de pitaya
vermelha (Hylocereus costaricencis) cultivada na regido amazonica (SANTANA, 2019).

Apo0s a incorporacdo das microparticulas, notou-se a presenca de grumos nas
amostras devido as esferas de alginato ndo se dissolverem apds o processo de rncapsulamento,
promovendo apenas a liberacdo dos corantes. Outro fato observado na figura 12 foi em relacéo
a coloracdo intensa da amostra contendo o pé das cascas liofilizadas, ocorrendo devido a
quantidade de corante presente ser maior e nao estarem encapsuladas. Para avaliar de forma
mais precisa os resultados da incorporacdo desse corante em matriz alimenticia, foi realizada
uma analise sensorial visual do produto, a fim de revelar a aceitabilidade de provadores ndo
treinados, consumidores desse tipo de produto em relagéo ao corante.
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5.3.1 Analise Sensorial

5.3.1.1 Perfil dos provadores

A analise sensorial foi realizada com 110 provadores ndo treinados, no Instituto de
Cultura e Arte (ICA) da Universidade Federal do Ceara, onde 84,5% tinham idade entre 18 a
25 anos, segunda menor faixa etaria da pesquisa e 52,7% dos provadores eram do sexo
masculino.

Em relacdo ao consumo de iogurte, os 110 provadores foram perguntados quanto a
frequéncia do consumo, a preferéncia de iogurte de modo geral e de iogurte de morango (devido
a presenca de coloracdo rosa nas amostras, assemelhando-se a iogurte com sabor de morango)
dos quais 76,3% responderam consumir esse tipo de produto de forma geral pelo menos uma
vez no periodo de 15 dias, sendo que a maioria dessa porcentagem consome pelo menos 1 vez
por semana e 63,6% responderam consumir iogurte de morango na mesma frequéncia,
mostrando que dos consumidores desse produto, a maioria opta pelo sabor morango.

Ja em relacdo a preferéncia, a maioria respondeu gostar moderadamente de iogurte
de forma geral, semelhante a preferéncia pelo iogurte de morango, onde a maioria respondeu

gostar moderadamente desse sabor.

5.3.1.2 Teste de aceitabilidade

O teste de aceitabilidade foi realizado com o auxilio de uma escala heddnica
estruturada de nove pontos, dos quais quatro pontos compreendem a faixa de aceitabilidade do
produto variando os termos entre “gostei ligeiramente” e “gostei extremamente”, para analise
dos atributos avaliacdo global, aparéncia, cor, aroma e coloracdo rosa. Os resultados foram

apresentados no gréfico 6.
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Grafico 6 Respostas referentes a escala hedonica do teste de aceitacido para os
atributos avaliacao global, aparéncia, cor, aroma e cor rosa do iogurte.
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Barras de um mesmo atributo com letras iguais nio diferem significativamente entre si, barras de
um mesmo atributo com letras diferentes, diferem entre si significativamente (p<0,05). Pé: p6 das
cascas liofilizados da beterraba, T3: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 4 e tempo
de 603,6 segundos; T'7: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 7 e tempo de 603,6
segundos; T8: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 4 e tempo de 1496,4 segundos;
T10: tratamento extraido com amplitude de 75%, pH 8 e tempo de 1050 segundos;

Através do grafico 6 pode-se observar que o tratamento 3 obteve porcentagens
acima de 90% em relacdo a respostas dentro da faixa de aceitabilidade para os atributos
avaliacdo global, aparéncia e cor, diferindo significativamente dos demais tratamentos
(p<0,05). Possivelmente, por ter sido a amostra que mais se assemelhou a um iogurte de
morango comercial, uma vez que, a maioria dos provadores que participaram da analise
sensorial visual, responderam positivamente em relagdo ao consumo e a aceitabilidade de
iogurte de morango. Corroborando com a analise de cor, onde T3 obteve coloracdo mais
proximos da tonalidade rosa e a analise de taxa de retencdo das betalainas que podem ter
favorecido a coloragéo desse tratamento.

Ja T8 foi uma das amostras que obteve maior quantidade de betalainas apds o
processo de microencapsulamento, porém, foi a amostra que recebeu menor frequéncia de
respostas dos provadores dentro da faixa de aceitabilidade para os atributos avaliagéo global,
aparéncia e cor. A cor da amostra contendo microesferas do T8 apresentaram coloracdo menos
intensa em relacdo a tonalidade vermelha, o que pode estar associado aos resultados obtidos

pela taxa de degradacdo desse tratamento, que apresentou um dos maiores percentuais, em
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relagcdo aos demais tratamentos ao longo de 15 dias, Ou ainda devido a quantidade de corante
utilizado na incorporagéo do iogurte.

Diversos autores em seus trabalhos associaram a coloracdo com tons de vermelho
a alta aceitabilidade de iogurte natural em estudos relacionado ao encapsulamento de corante
natural a base de betalainas (SANTANA, 2019, SARDELLA, 2016, OLIVEIRA, 2013),
reforgando a importancia da cor para uma alta taxa de aceitabilidade do produto.

Em realacdo a aparéncia, os tratamentos T7, T8 e T10 obtiveram percentuais abaixo
de 60%, que pode ter sido influenciado pela presenca de fragmentos presentes em maior
quantidade nessas amostras. Sardella (2016) comentou que em seu estudo de producéo,
caracterizacdo e aplicacdo de extrato de beterraba microencapsulado em matrizes de
maltodextrina e amido modificado, que a presenca de fragmentos é um possivel fator de rejeicéo
nas amostras.

De forma geral, pode-se inferir que os tratamentos 3, 10 e 0 pd obtiveram resultados
positivos para os atributos avaliagdo global, aparéncia e cor, pois obtiveram percentuais
elevados em relacdo a aceitabilidade visual dos produtos. Mas, para que se pudesse ter um
resultado mais completo em relacdo as caracteristicas percebidas pelos provadores, foram
realizado uma analise de correspondéncia (CA) em relagdo a alguns atributos através do método
Check-all-that-apply (CATA).

5.3.1.3 Check-all-that-apply (CATA)

Para o estudo das caracteristicas dos tratamentos percebidas pelos provadores,
foram colocados 16 termos na ficha do CATA que caracterizassem as amostras. Desses, 12
foram significativos (p<0,05) em relacdo apercepcdo e identificacdo dos termos das amostras
relacionado ao numero de vezes que foram marcados. A frequéncia de registro desses termos

estdo apresentados grafico 7.
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Grafico 7 Percentual da frequéncia de registros das caracteristicas sensoriais

(p<0,05).

CATA(%)

100% 1
50% T
80% 1
70% T
60% T
50% T
0% T
30% T
20% T
10% 1

0% -

%

M Ausente Presente

Fonte: o autor

A cor rosa foi o termo com maior frequéncia (94%) de registro, sendo uma
caracteristica presente nas amostras por conta da coloracdo em tons de vemelho inerentes as
betacianinas contidas no corante (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Outro termo muito citado
pelos provadores foi a presenca de fragmentos, devido as microparticulas de alginato, que ndo
foram retiradas do iogurte, sendo misturadas e deixadas suspensa no produto.

Esse fato ocorre por conta da formacdo das microparticulas de alginato, que uma
vez formadas através da reticulacdo em banho de calcio, ndo séo diluidas em sistema aquoso
(LUPO et al., 2015).

Para anélise da influéncia e distribuicdo dos termos mencionados pelos provadores
como caracteristicas presente nas amostras, foi feito a Analise de Multiplos Fatores (AMF)
(ARES et al., 2014), que mostra a partir de dois eixos, com 97,95% da variag&o entre os dados,
sendo 69,38% na eixo 1 e 28,56% no eixo 2, 0 quanto uma determinada caracteristica foi

percebida ou ndo em relagdo as demais, conforme mostra o gréafico 8.
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Grafico 8 Analise de componentes principais (ACP) dos atributos.
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P6: p6 das cascas liofilizados da beterraba, T3: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 4
e tempo de 603,6 segundos; T7: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 7 e tempo de
603,6 segundos; T8: tratamento extraido com amplitude de 89,9%, pH 4 e tempo de 1496,4
segundos; T10: tratamento extraido com amplitude de 75%, pH 8 e tempo de 1050 segundos;

A independéncia entre os tratamentos e os perfis sensoriais foi testada através do
calculo de Qui-quadrado. Como o valor p<0,05, pode-se concluir que € muito provavel que
existam diferencas reais entre os produtos em termos de seus perfis sensoriais.

O eixo F2 separou as amostras com adi¢cdo de corantes encapsulados da amostra
controle, adicionada do pé das cascas liofilizadas, diferenciando-a das demais em relacdo ao
atributo cor, associado a cor rosa, verificada para 0s quatro tratamentos, enquanto que para o
po foi atribuido a cor vermelha com maior frequéncia devido ao fato de estar mais concentrado
por n&o estar encapsulado.

Através do grafico 8, pode-se observar também que as caracteristicas mais
significativas foram, homogéneo, limpido, aroma de morango, aroma doce, cor rosa e brilhante.
T3 foi apontado pelos provadores como o tratamento que mais foi percebido esses atributos,
fato confirmado pelo grafico de impacto médio dos principais perfis sensoriais mostrado pelo
Grafico 9.
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Grafico 9 Impacto médio dos principais perfis sensoriais das amostras de
logurte.
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O grafico mostra que as caracteristicas sensoriais (homogéneo, brilhante, aroma
doce e aroma de morango) representam o aumento médio positivo (barras azul), demostrando
que esses atributos foram os mais significativos para os produtos, ou seja, representam as
caracteristicas que a amostra deve ter. Enquanto as caracteristicas heteregéno e presenca de
fragmentos, representam o aumento médio negativo (barra vermelha), mostrando os atributos
que as amostras nao devem ter. Os dados do grafico 9 estdo em total acordo com o teste de
aceitacdo das amostras analisadas, onde os tratamentos relatados como 0s que mais
apresentaram os atributos de efeitos negativos (heterogéneo e presenca de fragmentos), foram
exatamente 0s que obtiveram menores niveis de aceitagdo para todos os atributos (T7 e T8).

Outro fato relevante mostrado pelo grafico é de que o aroma de morango foi um
dos termos significativos para uma boa aceitabilidade da amostra, embora ndo houvesse
nenhum tipo de ingrediente nas amostras, que fizesse referéncia ao aroma da fruta de morango,
sendo possivelmente associado ao aroma da fruta, por conta da coloracdo e consisténcia

idénticas as de um iogurte de morango comercial.
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5.3.1.1 Teste de idealidade
O resultado para o teste de idealidade foi realizado com a média de todas a notas de
cada amostra, fornecidas pelos 110 provadores, totalizando 550 respostas do quanto ideal estava

a cor dos iogurtes, os resultados estdo apresentados no grafico 10

Grafico 10 Histograma de escala do ideal.
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Pode-se notar pelo histograma, que os resultados da frequéncia relativa, ficaram
entre pouco ideal e ideal (1 e 2 no grafico), sinalizando que a intensidade da cor esta
ligeiramente abaixo da que seria considerada como ideal. Além disso, a barra atribuida ao
numero 3 que representa a coloragdo ideal, mostra que a frequéncia de provadores que
respondeu que a cor de um determinado tratamento foi ideal pode ser considerada relevante em
relacdo as demais.

Os resultados obtidos pelo analise sensorial de iogurte contendo betalainas
encapsuladas, extraidas de fontes naturais foram satisfatorios quanto a idealidade da cor dos
produtos, uma vez que, o tratamento 3 obteve resultados préximos a idealidade, sinalizando que
mais testes aumentando a concentracao de corante incorporado no iogurte pode trazer resultados
com maior taxa de respostas consideradas ideais. Resultados semelhantes foram encontrados
em amostras comerciais de petit suisse contendo corante encapsulado com maltodextrina e
amido modificado, as amostras com maior frequéncia de idealidade de cor foram as amostras
contendo maior concentragdo de betalaina, apresentando coloragdo mais proximas a um iogurte
de morango comercial (SARDELLA, 2016). Mostrando 0 quanto 0s corantes naturais

microencapsulados podem ser relevantes.
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6 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que as variaveis
independentes (amplitude, pH e tempo) influenciaram de forma significativa nas variaveis
dependentes (quantidade de betalainas, polifendis, atividade antioxidante e cor) dos extratos
aquosos durante o processo de extracéo assistida por ultrassom (EAU) do corante do co-produto
da beterraba (Beta vulgaris L.). Pode-se observar que a faixa de pH foi um dos fatores
determinantes para a extracao e preservacdo de compostos bioativos da beterraba. Além disso,
os resultados evidenciados pela metodologia de superficie de resposta revelou que o método de
EAU, quando associado a mecanismos que controlem a elevacdo de temperatura durante o
processo de cavitacdo, pode proporcionar extracdo de alta quantidade de betalainas e polifenois
da beterraba, com alto potencial antioxidante. Porém, pode-se concluir também que esses
compostos bioativos que compdem o corante da beterraba sdo altamente instaveis, sendo
facilmente degradados por acéo de agentes como alta temperatura, presenca de luz e pH.

O método de encapsulamento por gelificacdo ibnica, com alginato como material
de parede associados a secagem por liofilizacdo, gerou tamanhos de particulas em escala micro,
proporcionando alta taxa de retengdo dos compostos bioativos e da atividade antioxidante,
sinalizando que o método de microencapsulamento pode ser um meio de aumentar a
estabilidade do corante. Além disso, o processo de microencapsulamento proporcionou maior
estabilidade na manutenc¢éo da coloracao vermelha do corante para o tratamento 3 extraido com
89,9% de amplitude do ultrassom, com pH 4 e tempo de 603,4 segundos. J& em relacdo a
estabilidade, a exposicdo a luz das microparticulas contendo corante, dentro do periodo
estudado, proporcinou uma leve aceleragdo na degradacdo das betalainas.

As microparticulas apresentaram alto potencial para serem incorporados em matriz
alimenticia, onde o tratamento 3 foi 0 mais bem aceito visualmente em relacdo a sua avaliacédo
global, aparéncia, cor e aroma, quando incorporado em iogurte natural de cor branca, sendo

associado a iogurte de morango, com aroma de morango por conta da semelhanca na coloragéo.
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