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RESUMO

MELO, M.L.O. Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato de beterraba (Beta
vulgaris) na forma alcodlica e microencapsulada com maltodextrina. P.62. Trabalho de

Conclusao de Curso- Universidade Federal Rural de Pernambuco, Garanhuns-PE, 2019.

A beterraba tem importante efeito promotor de salde, em sua composicdo apresenta
compostos bioativos como betalainas e compostos fenolicos, ambos reconhecidos por
apresentarem alto poder antioxidante. As betalainas sdo pigmentos nitrogenados e
hidrossoltveis classificados em betacianinas (coloracdo vermelho-violeta) e betaxantinas
(coloracdo amarelo-alaranjada). Estes pigmentos sdo indicados como uma alternativa de
corantes naturais bioativos, entretanto, devido a instabilidade a fatores ligados as técnicas de
processamento de alimentos ainda ndo sdo utilizados em grande escala na inddstria. Em
funcdo disso, a técnica de microencapsulacdo se mostra como uma possibilidade de aumentar
a estabilidade desses compostos além de facilitar o manuseio durante a utilizacdo. O presente
trabalho teve como objetivo obter o extrato de beterraba (Beta Vulgaris) e avaliar teor de
betalainas, fenolicos, flavondides e atividade antioxidante, do extrato, antes e depois da
microencapsulacdo por atomizacdo (spray dryer), utilizando como agentes carreadores
maltodextrinas de dextroses equivalentes (DE) 15 e 20. A atividade antioxidante foi avaliada
por meio das analises de ABTS, DPPH e habilidade quelante de Cu?*, também foram
avaliados o teor de betalainas, fenolicos e flavondides. O extrato alcdolico de beterraba
apresentou melhor desempenho para todas as andlises antioxidantes e teor de compostos
bioativos realizadas no presente estudo, em comparagdo aos resultados obtidos do extrato da
beterraba in natura e manteve-se na faixa de pH 6timo de preservacdo das betalainas, apés a
extracdo alcoodlica. Tais resultados demonstraram que a extracdo dos bioativos presentes na
beterraba pelo processo de extrativo de sélido-liquido com etanol 70% foi eficiente. As
maltodextrinas de dextroses equivalentes de 15 e 20 foram eficientes para preservacdo de
betalainas e atividade antioxidante. O pé microencapsulado com maltodextrina de 15 DE
apresentou maior rendimento no processo de atomizacdo em relacdo ao p6 microencapsulado
com maltodextrina de 20 DE, apresentando uma melhor aplicabilidade para a
microencapsulacdo do extrato alcodlico de beterraba por spray drying. Ambas as amostras
microencapsuladas apresentaram alta retencdo de betalainas e, dessa forma, a atividade
antioxidante e o poder tintorial fornecido pelos pigmentos betalainas presentes no extrato
foram mantidos, evidenciando que a técnica de microencapsulacdo é um processo viavel para
a protecao desses pigmentos.

Palavras-chave: Capacidade antioxidante; Betalainas; Microencapsulacéo; Maltodextrina.



ABSTRACT

MELO, M.L.O. Evaluation of the antioxidant activity of beet extract (beta vulgaris) n
alcoholic form and microencapsulated with maltodextrin. P.63. Trabalho de Conclusao de

Curso- Universidade Federal Rural de Pernambuco, Garanhuns-PE, 2019.

The beet has important health promoting effect, in its composition presents bioactive
compounds as betalains and phenolic compounds, both recognized for having high
antioxidant power. The betalains are nitrogenous and water-soluble dyes classified into
betacyanins (red-violet color) and betaxantinas (yellow-orange color). These pigments are
indicated as an alternative to bioactive natural dyes, however due to the instability to factors
linked the food processing techniques are still not used on a large scale in the industry.
Accordingly, a microencapsulation technique is shown as a possibility of increasing the
presence of compounds in addition to facilitating handling during use. This study aimed to get
the beet extract (Beta vulgaris) and evaluate betalains content, phenolics, flavonoids and
antioxidant activity of the extract before and after microencapsulation spray (spray dryer),
using as carriers maltodextrins of equivalent dextrose agents (DE) 15 and 20. The antioxidant
activity was evaluated through the analysis of ABTS, DPPH and Cu2 + chelating ability, the
betalains, phenolic and flavonoid contents were also evaluated. The beet alcohol extract gave
better performance for all the antioxidant analyzes and theoretical bioactivities had no present
of study, in comparison with the results obtained in the beet extract, in natura, and remained
in the pH range of the product of the betalainas, after the alcoholic extraction. These results
demonstrated that the extraction of the bioactives present in the beet by the solid-liquid
extraction process with 70% ethanol was efficient. Maltodextrins of equivalent dextrose of 15
and 20 were efficient for preservation of betalains and antioxidant activity. The
microencapsulated powder with maltodextrin of 15 DE presented a higher yield in the
atomization process compared to the powder microencapsulated with maltodextrin of 20 DE,
presenting a better applicability for the microencapsulation of the alcoholic beet extract by
spray drying. Both microencapsulated samples showed high retention of betalains and,
therefore, the antioxidant activity and the dyeing power provided by the betalain pigments
present in the extract were maintained, evidencing that the microencapsulation technique is a

viable process for the protection of these pigments.



Keywords: Antioxidant capacity; Betalains; Microencapsulation; Maltodextrin.
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CAPITULO |

1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Corantes Naturais Bioativos

As caracteristicas organolépticas sdo determinantes para a aceitacdo, selecdo e
consumo dos alimentos. A cor € um dos atributos mais importantes dos alimentos ja que é o
primeiro aspecto que o consumidor associa a qualidade do produto. Em razdo disso, 0S
corantes alimenticios sdo extremamente importantes na industria, para garantir a atratividade
dos produtos alimenticios. No entanto, com base nas Ultimas descobertas relacionadas aos efeitos
colaterais e problemas de toxicidade de alguns corantes sintéticos, os consumidores em todo o
mundo tém mostrado crescente interesse em alternativas naturais (MARTINS, 2017,
RAVICHANDRAN et al., 2012)

Os corantes sdo aditivos responsaveis por conferir, intensificar ou recuperar a cor dos
alimentos (BRASIL, 1997). Existem trés classes de corantes permitidas pela legislacdo para
aplicacdo em alimentos: os corantes naturais, 0 corante caramelo e o0s corantes artificiais ou
sintéticos. De acordo com o artigo 10 do Decreto n°® 55.871, de 26 de marco de 1965, define-
se como corante natural o pigmento ou corante indcuo extraido de substancia vegetal ou
animal. No caso de corante artificial, este é definido como a substancia sintetizada a partir de
uma composicdo quimica definida.

Os riscos a saude vinculados a toxicidade dos corantes artificiais sdo a principal
desvantagem do seu uso, 0 que torna essa categoria de aditivo indesejavel para o consumidor
(ADEEL; GULZAR; AZEEM, 2017). Corantes artificiais sdo amplamente utilizados na
indUstria devido a propriedades como melhor estabilidade e maior gama de cores em relagédo
aos naturais. Entretanto, estudos sugerem que os danos causados pelos efeitos cumulativos do
consumo de alguns corantes sintéticos acarretam em reacGes de hipersensibilidade como
urticaria, edema angioneurdético, cancer, asma entre outras doencas (ARICI et al., 2016;
VIDOTTI; COSTA; OLIVEIRA, 2006).

A medida que se desenvolve estudos que comprovam a ligacdo entre o consumo de
alguns corantes artificiais a doencas, muitos desses aditivos tém sido proibidos por 6rgaos
regulamentadores, como Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e Food and Drug
Administration (FDA). Desta forma, o posicionamento atual das pesquisas € encontrar
alternativas que sejam substituintes desses aditivos como, por exemplo, 0 uso de corantes
naturais (TULI; CHAUDHARY; BENIWAL, 2015).
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Os corantes naturais tém maior custo, sd0 menos estiveis e possuem menor
intensidade de coloragdo em relacdo aos sintéticos (JOSHI et al., 2003), no entanto, €
crescente a preferéncia e a demanda do consumidor por alimentos naturais e saudaveis.
Assim, o emprego dos corantes naturais, pode vir a aumentar o custo do produto final, em
contrapartida pode oferecer produtos mais saudaveis e seguros (CONSENCO, 2017).

A natureza possui grande diversidade de fontes de pigmentos coloridos como plantas,
animais e microrganismos (TULI; CHAUDHARY; BENIWAL, 2015). As cores naturais de
fontes vegetais sdo provenientes de raizes, sementes, folhas, frutos e flores (BARROZO;
SANTOS; CUNHA, 2013). As plantas vém sendo exploradas como fonte de pigmentos
naturais para serem usados em alimentos devido ao baixo risco de toxicidade, seguranga e,
principalmente, por conta das propriedades benéficas a salude. Esta tematica tem sido alvo de
estudos da comunidade cientifica para aprofundar estudos a respeito de matrizes naturais
como fonte de compostos bioativos e corantes (JABEUR et al., 2017).

Carotendides, antocianinas , betalainas sdo atualmente os principais pigmentos
vegetais que sdo empregados na industria em funcdo do seu poder corante e da bioatividade
qgue compostos desses pigmentos fornecem (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016; STINTZING;
CARLE, 2004).

Antocianinas apresentam atividade antioxidante (ARICI et al., 2016) e segundo
Rodriguez-Amaya (2016), essa categoria de pigmentos apresenta também propriedades anti-
inflamatdrias, anti-cancerigenas e anti-diabéticas. A curcumina, carotendide comumente
utilizado na coloracdo de queijos, sopas e mostardas possui propriedades antibacterianas, anti-
inflamatorias, antioxidantes e anti-cancerigenas (ALMEIDA et al., 2018). As betalainas séo
reconhecidas pelo elevado poder antioxidante e também sdo associadas a atividade anti-
inflamatdria, anti-carcinogénica e propriedade hepato-protetora (CLIFFORD et al., 2015;
POORNIMA; SINTHIYA, 2017).

1.2 Compostos Antioxidantes

Define-se por radicais livres espécies quimicas como ions, atomos ou moléculas que
contém um ou mais elétrons desemparelhados no orbital de valéncia. Em funcdo da sua
configuracdo, sdo compostos altamente instaveis e reativos com outras moléculas. Estes
originam-se de trés elementos: oxigénio, nitrogénio e enxofre. A partir destes componentes
criam as espécies reativas de oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e
espécies reativas de enxofre (RSS) (FERREIRA, et al., 2007; CAROCHO, et al., 2013).



17

No organismo a formagdo de ROS é proveniente do metabolismo celular (sistemas
enddgenos) ou por meio da exposicdo a fatores exdgenos como fumo, poluentes ambientais,
drogas, produtos quimicos industriais, pesticidas entre outros. O funcionamento adequado das
funcdes fisioldgicas esta diretamente ligado ao equilibrio entre a formacao e neutralizacdo das
ROS por via da acéo de antioxidantes (LOBO et al., 2010).

De acordo com Wiernsperger (2003), quando este equilibrio tende a superproducéo de
ROS ou deficiéncia de antioxidantes tem-se 0 processo de estresse oxidativo. Esta condicéo
favorece a acdo das ROS de oxidar e danificar uma grande variedade de espécies moleculares,
como lipideos, proteinas e &cidos nucleicos que sdo responsaveis pelo desencadeamento de
doengas degenerativas como cancer. Desta forma, recorrer a fontes externas de compostos
antioxidantes pode auxiliar no tratamento do estresse oxidativo (ACHKAR et al., 2013;
CAROCHO; FERREIRA, 2013; FERREIRA; R., ABREU, 2007)

Compostos com atividade antioxidante sdo responsaveis impedir a formacdo de
radicais livres ou a propagacao dessas reacdes doando hidrogénio de forma que a molécula
alvo permaneca estavel consequentemente agem no retardo ou prevencdo da oxidagdo
(ACHKAR et al., 2013). Essa atividade pode ser avaliada pelo potencial antioxidante que é
definido pela composicédo e propriedades dos constituintes e, ainda, pela atividade bioldgica,
que sujeita-se a biodisponibilidade do antioxidante (SANTOS et al., 2007).

S@o diversas metodologias propostas para avaliagdo da atividade antioxidante
disponiveis na literatura, todavia umas sdo mais recomendaveis que outras dependendo da
natureza dos compostos presentes nos constituintes de cada amostra. Consequentemente,
existem métodos para amostras ricas em compostos hidrofilicos e métodos para amostras ricas
em compostos lipofilicos(SUCUPIRA et al., 2014).

Alguns dos métodos mais utilizados para determinacdo de capacidade antioxidante in
vitro sdo DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazina), FRAP (Poder Antioxidante de Reducdo do
Ferro), ORAC (Capacidade de Absor¢ao de Radicais de Oxigénio), Sistema [3- caroteno/acido
linoléico e o ABTS (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolina-6-sulfonado)( WOOTTON-BEARD;
MORAN; RYAN, 2011).

Métodos baseados na reducdo de fons metalicos como Fe?* e Cu?* que determinam o
poder redutor também sdo empregados na avaliagdo da atividade antioxidante. Esses métodos
se baseiam na capacidade dos compostos fendlicos presentes na amostra em quelar (reduzir)
ions metélicos complexando-o0s em moléculas estaveis(SANTOS et al., 2007).

Os antioxidantes que controlam a neutralizacdo dos radicais livres nos seres vivos

podem ser enddgenos (ex. superoxido dismutase) ou exdgenos que sdo 0S provenientes de
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alimentos e outras fontes. Em situacdes onde h& limitacdo da disponibilidade de antioxidantes
que acarretam em lesdes oxidativas de carater cumulativo, recorre-se as fontes exdgenas que
estabilizam ou desativam os radicais livres antes que ataquem os alvos bioldgicos das
células(MELO et al., 2006; SOUSA et al., 2007).

Os antioxidantes naturais podem ser encontrados de forma isolada em diversos
alimentos dentre as fontes mais conhecidas pode-se citar cereais, cogumelos, ervas, frutas e
vegetais. As substancias responsaveis pela atividade antioxidante nessas fontes naturais séo
minerais, vitaminas e principalmente compostos fendlicos. Sob ponto de vista tecnoldgico os
mais importantes sdo tocoferois, carotendides, acidos como citrico e ascorbico e flavonoides
(LUZIA; JORGE, 2010).

1.3 Betalainas

Betalainas sdo pigmentos naturais nitrogenados e hidrossolUveis sintetizados a partir
do aminoécido tirosina. Estes pigmentos sdo caracteristicos de plantas da ordem
Caryophyllales (ESCRIBANO et al., 2017). Levando em consideracdo as caracteristicas
estruturais e as propriedades de absorcdo de luz, as betalainas sdo classificadas em dois
grupos, as betacianinas (de coloracdo vermelho-violeta) e as betaxantinas (de coloracdo
amarelo-alaranjadas), ambas apresentam como precursor comum o 4acido betalamico
(AZEREDO, 2009; POLTURAK; AHARONI, 2018; SHIOZER; BARATA, 2007).

As betacianinas sdo formadas a partir da condensacdo do acido betalamico com o
ciclohidroxifenilanina (ciclo-DOPA) ou seus derivados glicosidicos, possuem coloracdo com
maximo de absorcdo a 540 nm. Para formacdo das betaxantinas o acido betalamico condensa-
se com aminoacidos e este pigmento tem maximo de absorcao a 480 nm( AZEREDO, 2009;
KHAN, 2016; SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017).

Durante muito tempo, na literatura, as betalainas foram denominadas erroneamente
como ‘“‘antocianinas nitrogenadas”. Posteriormente observaram que antocianinas e betalainas
além de se tratarem de pigmentos distintos, séo mutualmente exclusivos e, portanto, ndo séo
encontrados concomitantemente na mesma planta (AZEREDO, 2009; SHIOZER; BARATA,
2007).
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Figura 1. Estruturas quimicas das betalainas: acido betaldamico (a), betaxantinas (b) e
betacianinas (c).
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Fonte: Slimen et al.2017.

Segundo Khan (2016), foram identificadas 75 estruturas de betalainas (incluindo
betacianinas e betaxantinas), pertencentes a cerca de 15 familias da ordem Caryophyllales.
Além da propriedade de coloragdo, um dos importantes aspectos pelos quais as betalainas
vem sendo estudadas € o seu alto poder antioxidante (KANNER et al. 2001; TANAKA;
SASAKI; OHMIYA, 2008). Georgiev et al. (2010) e Vuli¢ et al. (2012) ressaltam também as
atividades anti-inflamatorias, hepatoprotetoras e antitumorais associadas as betalainas.

S&o descritos aproximadamente 50 tipos de betacianinas (vermelhos) e 20 tipos de
betaxantinas (amarelos). A beterraba contém cerca de 75-95% de betacianina (betanina) e
aproximadamente 95% de betaxantina (vulgaxantina 1) (SHIOZER; BARATA, 2007) .

O extrato obtido de beterraba vermelha ( em pd ou concentrado) é amplamente
utilizado como corante natural em produtos lacteos (sorvetes e iogurtes), bebidas (sucos),
doces (biscoitos e sobremesas) e produtos de origem bovina (salsichas cozidas) (GEORGIEV
etal., 2010).
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1.3.1 Fontes

As fontes vegetais de betalainas sdo beterraba vermelha e amarela (Beta vulgaris L.
ssp.vulgaris), acelga colorida (Beta vulgaris L. ssp.cicla), grdo ou amaranto folhoso
(Amaranthu ssp.) e frutos de cactos, como os de Opuntia e Hylocereusgenera (AZEREDO,
2009; ESCRIBANO et al., 2017; STINTZING; CARLE, 2004). Dentre estas, destaca-se a
beterraba vermelha visto que as betalainas sdo o principal pigmento encontrado neste vegetal,
tornando-o um dos mais poderosos antioxidantes disponiveis no mercado (KANNER et al.
2001; SAWICKI; WICZKOWSKI, 2018).

1.3.1.1 Beterraba

De acordo com Tivelli et al. (2011) a beterraba € uma hortalica caracteristica das
regibes de clima temperado da Europa e Norte da Africa. E uma das principais hortalicas
cultivadas no Brasil, sendo trés dos seus bidtipos (beterraba acucareira, forrageira e horticula)
de significativa importancia econémica. O cultivo mais comum é o Early Wonder (beterraba
vermelha, horticula ou “de mesa”), cujos bulbos s&o utilizados para alimentacdo humana. Em
relacdo as formas de consumo, destaca-se 0 consumo in natura e para beneficiamento em
industrias produtoras de conservas, alimentos infantis, corantes, snacks e sucos funcionais.

Em base imida, a composi¢do centesimal do bulbo da beterraba vermelha é de 11,1 g
de carboidratos, 3,4 g de fibra alimentar, 2,0 g de proteinas, 0,1 g de lipidios, 3,1mg de
vitamina C e 86 % umidade (TACO, 2011). A hortalica tem sido constante objeto de estudo
em funcdo do seu alto poder antioxidante e por apresentar em sua composi¢do importantes
nutrientes para a saude humana como vitaminas A, C e complexo B, acUcar, ferro, cobre,
potassio, silicio, sodio, cloro, zinco e manganés(TOLENTINO JUNIOR; ZARATE; VIEIRA,
2002).

Além das betalainas que conferem a beterraba vermelha alto poder antioxidante a
hortalica é portadora de importantes compostos bioativos, como fibras, nitrato, &cido
ascorbico, carotenoides, acidos fendlicos e flavonoides (KANNER et al. 2001).

1.3.2 Extracdo

A extracdo € uma das operacgdes unitarias mais utilizadas na inddstria de alimentos. O
principal objetivo deste processo é a obtencdo de determinados componentes incialmente
retidos em uma matriz alimentar que podem tanto agregar como aditivos alimentares como
podem exercer efeitos benéficos & sadde humana (PINELO; SINEIRO; NUNEZ, 2006). O
processo de extracdo € de fundamental importancia para obtencdo de compostos funcionais,
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afetando diretamente no isolamento, identificacdo, e consequentemente na aplicagdo dos
mesmos (RADHA KRISHNAN et al., 2013).

Diversos métodos de extragdo vém sendo aplicados em alimentos; partindo da
extracdo solido-liquido, este método pode utilizar como solvente a agua (CISSE et al., 2011)
ou solventes organicos (ZAGHDOUDI et al., 2015). Além deste, a extracdo pode ser realizada
por esmagamento onde o alimento ndo necessita estar disperso em um meio ou solvente,
tecnologias que utilizam campo elétrico e a aplicacédo de tecnologias ndo térmicas (SANTOS,
2017).

Fontes vegetais além dos corantes naturais, possuem em sua COMPOSICA0 outros
constituintes como carboidratos, lipideos, proteinas, fibras, compostos antioxidantes e em
razdo dessa diversidade ndo existem métodos especificos de obtencdo dos pigmentos
(ACHKAR et al., 2013). No entanto, na literatura, relata-se 0 comum uso da extracao sélido-
liguido por meio de uso de solventes para obtencdo de compostos bioativos (ANDREO;
JORGE, 2014).

De acordo com o estudo realizado por Santos (2017), a extracdo sélido-liquido € um
dos métodos mais aplicados na extracdo de pigmentos naturais, o qual consiste basicamente
na imersdo de um sélido em meio liquido (aquoso ou orgéanico) com a finalidade de transferir
componentes do sélido para o liquido.

O rendimento da extracdo de bioativos é fortemente dependente da natureza da
extracdo, do tipo de solvente utilizado e da polaridade do mesmo (RADHA KRISHNAN et
al., 2013). Tendo em vista a diversidade de caracteristicas dos compostos fenolicos existentes
€ necessario a utilizacdo de solventes de polaridades diferentes para a extracao e isolamento
de cada composto (ANDREO; JORGE, 2014).

Shiozer e Barata (2007) reportam em seu estudo que os solventes mais usados para
extracdo de pigmentos naturais, principalmente betalainas, sdo a &gua, etanol ou metanol
onde os dois ultimos sdo mais indicados quando objetiva-se uma extragdo mais completa.
1.3.3 Estabilidade

Segundo Slimen et al. (2017) e Sawicki; Wiczkowski (2018) atualmente um dos
fatores limitantes para o uso comercial das betalainas esta relacionado a sua estabilidade.
Betalainas sdo susceptiveis a fatores intrinsecos e extrinsecos como o pH, atividade de agua
(aw), oxigénio, ions metélicos, temperatura exposicdo a luz e atividades enzimaticas e estes
interferentes podem acarretar na perda de potencial tintorial e propriedades funcionais do

pigmento.
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A instabilidade das betalainas restringe seu campo de aplicacdo a alimentos secos, em
po ou refrigerados (SHIOZER; BARATA, 2007).

Apesar do pH ser um dos fatores interferentes da estabilidade de betalainas estas nao
sdo tdo susceptiveis a clivagem hidrolitica como as antocianinas. Segundo o estudo realizado
por Jackman e Smith (1996) as betalainas exibem ampla faixa de estabilidade em pH entre 3
e 7, condi¢cBes acima destes valores induzem a degradacdo do pigmento (STINTZING,;
CARLE, 2004).

Quando se relaciona ao tempo de meia vida, a estabilidade de betacianinas (betaninas)
€ maior entre pH 5 e 6 na presenca de oxigénio; e entre pH 4 e 5 sob condic¢Ges anaerdbias.
No geral, pigmentos vermelhos com betaninas em pH abaixo de 3 mudam de cor para violeta
e sua absorcdo maxima muda para comprimentos de onda mais baixos cerca de 534 a 536 nm.
Acima de pH 7 as solugdes betaninicas adquirem aspecto azulado (SANTOS; ISMAIL;
SCHILLING, 2018; SHIOZER; BARATA, 2007; SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA,
2017).

De acordo com Herbach; Stintzing; Carle (2006) as betaxantinas apresentam-se
estaveis em pH variando de 4 a 7, onde seu ponto de maior estabilidade foi registrado em pH
5,5, respectivo pH 6timo das betacianinas. Fora da faixa de pH 3 a 7 as betaxantinas tem a
intensidade do espectro diminuidas(SHIOZER; BARATA, 2007).

A agua € um fator importante em diversas reaces de degradacdo, intervindo também
na estabilidade de betalainas que sdo pigmentos afetados diretamente pela a,, (AZEREDO,
2009). Em funcdo das diversas reacdes hidroliticas dependentes da agua, a a, é um fator
determinante para a suscetibilidade a betaninas em relacdo a clivagem da ligacdo aldimina
(HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

Valores de atividade de agua inferiores a 0,63 favorecem a estabilidade de betaninas,
principalmente quando estes pigmentos sdo submetidos a redugdo da atividade de agua como,
por exemplo, pelo aumento da concentracdo de solidos e técnica de spray drying. No estudo
realizado por Serris e Biliaderis (2001) em pigmentos de beterraba microencapsulados, a
maior degradacdo de betaninas foi registrada em a,=0,64 e, a partir disso, concluiram que o
aumento da estabilidade de betalainas como a diminuicdo da a, pode estar ligado a
mobilidade de reagentes ou a limitagdo solubilidade de oxigénio (MARTINS et al.
2017;AZEREDO, 2009; DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

De acordo com Azeredo (2009) as betalainas reagem com o oxigénio molecular. A

primeira mudanca visivel do contato das betalainas com o oxigénio é o escurecimento e a
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perda de cor principalmente quando a exposi¢do do pigmento ao oxigénio é associada a luz
(DELGADO-VARGAS; JIMENEZ; PAREDES-LOPEZ, 2000).

A absorcdo de luz UV (ou visivel) é responsavel pela excitacdo de elétrons n do
cromotoforo das betaxantinas e betacianinas (&cido betalamico) elevando-o para um estado
mais energético, consequentemente h4 o aumento da reatividade ou a diminui¢do da energia
de ativacdo para a molécula (JACKMAN; SMITH, 1996;AZEREDO, 2009). Os impactos
resultantes da exposicdo a luz sdo insignificantes sob condicGes anaerdbias e ,portanto, a
degradacéo das betalainas pela luz visivel é dependente do oxigénio (AZEREDO, 2009;).

Herbach et al. (2006) reportaram sobre a influéncia do calor sobre o processamento e
armazenamento de alimentos e ressalta que a temperatura € um dos fatores de maior
importancia para manter a estabilidade das betalainas, visto que este pigmento é conhecido
pela sua sensibilidade ao calor.

A taxa de degradacdo depende da concentracdo de betalainas, nivel de temperatura,
tempo de aquecimento e até mesmo da combinagdo com outros fatores degradantes como luz
e oxigénio. No geral, a decomposicdo térmica acarreta em perda de cor ou escurecimento do
pigmento (SANTOS; ISMAIL; SCHILLING, 2018; SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA,
2017).

Ravichandran et al., 2013 analisaram a interferéncia de alguns processos térmicos no
teor de betalainas e na atividade antioxidante nos bulbos de beterraba vermelha. Os autores
obtiveram que pequenos pedacos de bulbos de beterraba vermelha quando submetidos ao
tratamento térmico por imersdo em agua a 80 °C por 180 segundos, diminuiram em 51% o
teor de betacianinas e em 33 % o teor de betaxantinas quando comparados a concentracdo
inicial desses pigmentos.

O processamento térmico pode degradar a betanina por isomerizagdo, descarboxilacéo,
clivagem ou desidrogenagéo esses processos alteram a coloracdo do pigmento vermelho para
uma coloragdo marrom claro (AZEREDO, 2009; SANTOS; ISMAIL; SCHILLING, 2018;
SLIMEN; NAJAR; ABDERRABBA, 2017).

As principais enzimas interferentes da estabilidade de betalainas sdo de origem
endodgena dentre elas estdo as B-glucosidases, polifenoloxidases (PPOs) e peroxidases
(PODs). Esta tltima enzima esta presente principalmente nos vacuolos de células vegetais e
tem a capacidade de degradar pigmentos como carotenoides, antocianinas e principalmente
betalainas presentes em extratos de beterraba (SANTOS; ISMAIL; SCHILLING, 2018). Caso
ndo sejam inativadas as enzimas influenciardo diretamente na perda de cor do pigmento
devido a degradacéo das betalainas (AZEREDO, 2009).
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A beterraba vermelha contém grande concentracdo de polifenoloxidases, portanto, é
importante controlar a atividade desta enzima para reter da melhor forma as betalainas no
extrato de beterraba. A atividade de POD é fundamentalmente controlada pelos fatores pH,
temperatura atividade de agua (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006; SANTOS;
ISMAIL; SCHILLING, 2018).

De acordo com Herbach (2006), o pH 6timo da degradacdo enzimatica de
betacianinas e betaxantinas foi relatado em torno de 3,4. Os produtos de degradacéo
enzimatica sdo analogos aos da degradacao térmica, acida ou alcalina (ESCRIBANO et al.,
2002). As betacianinas sdo mais propensas a degradacao por peroxidases que as betaxantinas,
enquanto as Gltimas sdo mais oxidadas pelo peréxido de hidrogénio (AZEREDO, 2009;
HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

1.4 Microencapsulacéo

A técnica de microencapsulamento € um processo onde minusculas particulas de
ingredientes ativos de liquidos, gas ou soélidos (denominadas também de nucleo, recheio,
material ativo ou fase interna) sdo cobertas ou aprisionadas em um segundo material, a
capsula protetora. O material que constitui o revestimento é também nomeado por material de
parede, encapsulante, carreador, membrana ou revestimento. As particulas formadas deste
processo sdo as microcapsulas. O processo de microencapsulacdo objetiva isolar e proteger os
componentes ativos de condi¢Ges degradantes como luz, oxigénio e interagdo com outros
produtos, dessa forma, promove o aumento da estabilidade do produto e evita possiveis
consequéncias da exposicdo inadequada. As microcapsulas também tém a funcéo de liberar os
ativos encapsulados sob condicGes e velocidades especificas (FAVARO-TRINDADE;
PINHO; ROCHA, 2008).

As microcapsulas (Figura 2) sdo classificadas de acordo com sua estrutura e
morfologia. A classificagdo mais comum leva em conta o nimero de compostos que fazem
parte do material encapsulado e do nimero de matrizes encapsulantes (KAIMAINEN, 2014):

e Microcapsulas de parede simples: possuem apenas um tipo de material de parede;

e Microcapsulas com multi-camada (ou multi-parede): o nlcleo pode ser protegido por
varias camadas de um mesmo material de parede ou pode estar envolvido por niveis
de diferentes materiais de parede;

e Microcapsulas com multi-nicleo séo constituidas por varios compostos que

encontram-se incorporados @ mesma matriz encapsulante.
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Figura 2. Diferentes tipos de microcapsulas : (A) Parede simples; (B) Multi-camada; (C)
Multi-nucleo.

Fonte: Kaimainen, 2014

O processo de microencapsulacdo é conhecido ha décadas, no entanto vem ganhando
espaco em virtude da variedade de aplicagdes nas mais diversas areas como a farmacéutica ,
cosmética e alimentar (SUAVE et al., 2006). Nesta ultima, h4& ampla aplicacdo do
microencapsulamento com o objetivo de revestir ingredientes ou aditivos por materiais de
parede comestiveis com a finalidade de modificar, melhorar ou estabilizar as propriedades de
algumas substancias. As principais utilizacGes desta técnica foram compiladas por:
(FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2011; KAIMAINEN, 2014;DESAI; PARK,
2007).

e Converter liquidos em sdlidos para utilizagdo em sistemas secos;

e Proteger o material ativo da degradacdo diminuindo a reatividade do composto ativo
ao ambiente (luz, oxigénio e umidade);

e Reduzir taxas de transferéncia de massa ou evaporacdo do material ativo para o
ambiente.

e Melhorar as condi¢Ges de manuseio do material por meio da reducdo de caracteristicas
como higroscopicidade e formagéo de aglomerados;

e Controlar a liberagcdo do material ativo até as condi¢des necessarias;

e Mascarar o sabor e odor indesejaveis do material ativo;

e Separar ingredientes para que estes nao reajam entre si.

Os produtos finais da encapsulacao sdo classificados de acordo com seu tamanho em
nanoparticulas ou microparticulas, variando de 0,01 a 0,2 um e de 1 a 100 um. Acima de 100
um elas sdo denominadas de macroparticulas (SUAVE et al., 2006; SANTOS et al., 2000).

Vérias técnicas podem ser utilizadas para a microencapsulacdo, diferindo apenas no

tipo de revestimento ou no aprisionamento do material a ser encapsulado pelo material de
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parede. A combinacgdo entre o material de parede e 0 agente ativo pode ser de natureza fisica,
quimica ou fisico-quimica (SUAVE et al., 2006). Servat et al., (2010) expdem o0s principais
métodos de microencapsulacdo conforme a lista a seguir:

e Métodos fisicos: o spray drying, spray chilling, spray cooling, cobertura por
spray em leito fluidizado, extrusdo, extrusdo centrifuga em multiplos orificios,
co-cristalizacdo e liofilizagéo;

e Meétodos quimicos: envolvimento por lipossomas, separacdo em fase organica,
inclusdo molecular e polimerizacdo interfacial,

e Meétodos fisico-quimicos: coacervacao ou separacdo de fases, emulsificacdo

seguida de evaporacdo do solvente.

Dentre esses métodos destaca-se o Spray Drying que tem sido utilizado na inddstria
alimenticia desde a década de 60, e atualmente é bastante usado na fabricacdo de aditivos e

aromas alimenticios secos e estaveis (DESAI; PARK, 2007).

1.4.1 Spray Drying

Também conhecido como secagem por atomizacdo ou secagem por pulverizacdo a
secagem por Spray Drying é um dos métodos mais tradicionais empregados na inddstria de
alimentos devido as vantagens como flexibilidade, baixo custo em relagcdo as outras técnicas
disponiveis, adaptacdo e qualidade das particulas produzidas. Esta técnica € utilizada para
proteger ou isolar compostos ativos sensiveis a condi¢cdes como luz, oxigénio, e degradacdo
por radicais livres. Portanto, é considerado um método econémico e eficiente para
preservacdo de corantes naturais por meio do encapsulamento (DESAI; PARK, 2007; VILA,
CHAUD; BALCAO, 2015).

A secagem por atomizagdo € um processo continuo onde um fluido ou liquido é
transformado em um produto seco, na forma de po, durante um periodo de tempo
relativamente curto. O processo envolve a mistura da solucdo de particulas do nucleo com o
material de parede que serd a alimentacdo do Spray-Dryer. Dentro do equipamento, a mistura
é direcionada ao atomizador que a transforma em goticulas que entram em contato com 0
fluxo de ar quente. O material de parede solidifica nas particulas do nucleo a medida que o
solvente (geralmente, 4gua) evapora e assim originam-se as microcapsulas. A area superficial
das particulas é grande, a temperatura do ar de secagem ¢ alta (150 a 300 °C) facilitando a

velocidade de desidratacdo, portanto, essa técnica permite a secagem de produtos sensiveis ao
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calor, sem afetar demasiadamente sua qualidade (DESAI; PARK, 2007; KHAN, 2016; VILA;
CHAUD; BALCAO, 2015).

Figura 3. Modelo esquematico de um Spray Dryer.
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Fonte: DA ROCHA-LEAO et al., 2018

A eficiéncia da microencapsulacdo esta relacionada a escolha adequada de material
encapsulante e das condi¢es 6timas de secagem por Spray Drying. As caracteristicas fisico-
quimicas das microcépsulas produzidas dependem de algumas varidveis de processo como as
caracteristicas da alimentagéo (viscosidade, tamanho da particula, e vazao), da temperatura de
alimentacdo, temperatura de entrada de ar e temperatura de saida de ar (GHARSALLAOUI et
al., 2007; KAIMAINEN, 2014).

A escolha do encapsulante ideal depende de uma série de fatores como a néo
reatividade com o material a ser encapsulado, o processo utilizado para a formacdo da
microcdpsula e o mecanismo de liberacdo ideal (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA,
2008). Desai e Park (2007) listam detalhadamente as principais atribuicbes que um material
encapsulante deve ter, portanto, um material de revestimento ideal deve apresentar as

seguintes caracteristicas:
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1. Apresentar boas propriedades reoldgicas (baixa viscosidade) em alta concentracéo e
ser de facil manuseio durante o encapsulamento;

2. Ter a capacidade de dispersar ou emulsionar o material ativo e estabilizar a emulséo
produzida;

3. Ser insoluvel e ndo reagir com o material a ser encapsulado, tanto durante o
processamento quanto no armazenamento prolongado;

4. Ter a capacidade de selar e manter o material ativo dentro de sua estrutura durante o
processamento ou armazenamento;

5. Possuir a capacidade de liberar completamente o solvente ou outros materiais
utilizados durante o processo de microencapsulagéo sob secagem ou outras condic¢des
de dessolventizacao;

6. Fornecer protecdo maxima ao material ativo encapsulado contra condi¢cdes ambientais
(por exemplo, oxigénio, calor, luz, umidade);

7. Solubilidade em solventes aceiteis na industria alimentar (por exemplo, agua, etanol);

8. Ser de baixo custo, alta disponibilidade e ser adequado para uso alimenticio;

9. Fornecer propriedades como impermeabilidade, resisténcia, flexibilidade,

estabilidade e propriedades Oticas.

Servat et al. (2010) listaram em seu estudo os materiais mais comuns utilizados como
encapsulantes, dentre eles tem-se os carboidratos (amidos, maltodextrinas e sacarose);
celuloses (carboximetilcelulose, acetilcelulose, metilcelulose, etil- celulose e nitrocelulose);
lipidios (parafina, cera, acido estearico, triesterina, monoglicerideo, Oleos, gordura
hidrogenada e diglicerideos); proteinas (glaten, caseina, isolado protéico de soro de leite,
gelatina e albumina); gomas (alginato de sodio, carragena e goma arabica), além da quitosana.
Dentre estes, 0s carboidratos sdo os principais, onde destaca-se 0 uso da maltodextrina em

funcdo do seu custo beneficio.

1.4.2 Maltodextrina

Polissacarideos, no geral, sdo considerados bons agentes encapsulantes apresentam
baixa viscosidade em altas concentracdes e boa solubilidade. Entretanto em sua maioria, ndo
possuem propriedades interfaciais que sdo requeridas para uma eficiente microencapsulacao e
geralmente sdo combinados com outros tipos de encapsulantes que tenham esta caracteristica
como proteinas ou gomas. As maltodextrinas tém sido extensivamente utilizadas em

processos de microencapsulacdo por conferir aos microencapsulados protecdo contra
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oxidagdo, alta solubilidade em &gua, baixa viscosidade além de ser insipida e inodora
(GHARSALLAOQUI et al., 2007).

As maltodextrinas sdo formadas a partir da hidrolise parcial, realizada por acidos ou
enzimas, do amido de milho e encontram-se disponiveis em diferentes graus de dextrose
equivalente (DE), este atributo caracteriza o grau de hidrolise do polimero de amido. O
aumento do grau de DE aproxima o hidrolisado das propriedades da dextrose (DE = 100),
enquanto a diminuicdo aproxima as propriedades do amido (DE = 0) (SOUZA et al., 2016;
TONON, 2009).

Tonon (2009) reporta que a variacdo de grau DE resulta em maltodextrinas com
propriedades fisico quimicas diferentes. O aumento da DE resulta no aumento da
solubilidade, higroscopicidade, escurecimento ndo-enzimatico, sabor adocicado, por outro
lado, a diminuicdo acarreta em maior viscosidade e por consequéncia maior coesdao. Como
material encapsulante a maltodextrina protege o material de condi¢Ges externas (luz, umidade,
oxigénio etc.) estabilizando-o, isso influencia diretamente na maior vida util do material
encapsulado, além disso, favorece a liberagdo controlada do composto ativo em condicdes
adequadas (SARDELLA, 2016).
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CAPITULO I

Avaliacdo da atividade antioxidante de pigmentos de beterraba (Beta vulgaris) em

extrato alcoolico e na forma microencapsulada

2 INTRODUCAO

A cor é um aspecto decisivo para aceitacdo dos alimentos pelo consumidor. Embora
subjetiva, esta caracteristica sensorial é fundamental na inducéo da sensacdo global resultante
de outras caracteristicas como o aroma, o sabor e a textura dos alimentos (CONSTANT;
STRINGHETA; SANDI, 2002). Diversas formas de processamento industrial podem
degradar caracteristicas como a coloracdo dos alimentos e como medida corretiva, de
reposicdo ou intensificacdoda cor perdida, recorre-se ao uso de pigmentos. Os pigmentos séo
adicionados com a finalidade de conferir cor aos alimentos despigmentados, restituir a cor
original, reforcar cores ja existentes ou tornar o alimento ainda mais atrativo (VOLP;
RENHE; STRINGUETA, 2009).

Existem basicamente duas classes distintas de corantes direcionadas ao uso em
alimentos, os sintéticos e os naturais. Na indastria, 0s corantes sintéticos sdao 0s mais
utilizados em funcdo da estabilidade e poder tintorial. No entanto, as ac¢Oes legislativas que
frequentemente proibem o uso destes corantes sintéticos como aditivos em alimentos, bem
como, a exigéncia do consumidor quanto a qualidade dos alimentos, tém aumentado o
interesse no desenvolvimento de pesquisas a respeito de corantes naturais (ROCHA; REED,
2014).

Os corantes naturais possuem basicamente trés fontes de obtencdo os de origem
vegetal (folhas, flores e frutos), animais (insetos) e micro-oganismos (como fungos e
bactérias). Na industria de alimentos, os tipos de pigmentos naturais mais utilizados tém sido
o0s extratos de urucum, carmim de cochonilha, curcumina, antocianinas e as betalainas. Estes
pigmentos alem da coloracéo, se destacam pela bioatividade (CONSTANT; STRINGHETA,
SANDI, 2002).

A principal fonte de betalainas é a beterraba (Beta vulgaris), vegetal originario do
Mediterraneo que pertence a familia Chenopodiaceae. Esta hortalica é reconhecida pelo seu
alto valor nutricional e pela presenca de compostos bioativos principalmente em sua parte

comestivel, a raiz tuberosa. A beterraba é classificada como um dos 10 vegetais mais ricos em
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bioatividade em funcdo do alto teor de compostos fenolicos e das betalainas, ambos conferem
alto poder antioxidante a hortalica (JANISZEWSKA, 2014).

Além das propriedades funcionais as betalainas sdo responsaveis pela coloracao
vermelho-arroxeada caracteristica da beterraba. Estes pigmentos sdo compostos nitrogenados
hidrossoliveis semelhantes as antocianinas e flavondides e subdividem-se em duas classes:
betacianina (responsavel pela coloracdo avermelhada) e betaxantina (responsavel pela
colocacdo amarelada) (CUCHINSKI; CAETANO; DRAGUNSKI, 2010).

Segundo Drunkler (2006) as betalainas sdo uma 6tima alternativa de corante natural
bioativo, no entanto, existem fatores que afetam a sua estabilidade limitando sua utilizac&o na
inddstria. Os principais interferentes da estabilidade de pigmentos bioativos como as
betalainas sdo: pH, temperatura, oxigénio molecular, atividade de agua, entre outros fatores
gue estdo associados as condicBes de processamento as quais os alimentos sdo submetidos
(XIAO et al., 2018).

A aplicacdo de pigmentos naturais que agregam caracteristicas como a atividade
antioxidante, antimicrobiana e anticarcinogénica que sdo bioatividades comuns é de interesse
de estudo para a industria e para consumidores. Estudos recentes mostram as vantagens da
ingestdo de alimentos com propriedades antioxidantes que levam a diminuigdo de doencas
cronicas. Assim, técnicas que preservem da melhor forma pigmentos, como betalainas, serdo
importantes, tanto para adicionar funcionalidades, como agregar valor a imagem do produto

alimenticio disponivel para o consumidor (FALCAO et al., 2007).

Uma das tecnologias utilizadas para preservacdo de compostos bioativos € a técnica de
microencapsulacdo. O processo de microencapsulacdo consiste basicamente em revestir o
ingrediente ativo com uma fina camada de um filme continuo para formar particulas em
tamanho micro, que mantera o composto ativo isolado e protegido de reacGes adversas,
preservando o produto e por consequéncia aumentando sua vida Gtil (MATTE; DA ROSA,
2013). Dessa forma, a atividade antioxidante e cor das betalainas pode vir a ser preservada por
meio do processo de microencapsulamento e assim melhorar o rendimento e diminuir sua
sensibilidade a fatores externos (XIAQO et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo obter o extrato de beterraba

(Beta Vulgaris) e avaliar teor de betalainas, fenélicos, flavonoides e atividade antioxidante, do
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extrato, antes e depois da microencapsulacdo por atomizacdo (Spray Dryer), utilizando como
agentes carreadores maltodextrinas de dextroses equivalentes 15 e 20.

3 MATERIAIS E METODOS

As metodologias descritas no presente estudo foram desenvolvidas nos Laboratorios
do Centro de Apoio a Pesquisa da Unidade Académica de Garanhuns — CENLAG, nos
Laboratorios de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — LACTAL/UAG/UFRPE e no
Laboratorio de Processamento do Departamento de Ciéncias Domésticas, na sede
(DCD/UFRPE)- Recife-PE.

3.1 Obtencdo da Matéria-Prima

As beterrabas vermelhas (Beta vulgaris) foram adquiridas, em lote Gnico, em um
supermercado local da cidade de Garanhuns-PE. Ap6s a aquisicdo, as beterrabas foram
mantidas sob refrigeracdo (5,0 + 1,0°C) até o inicio das atividades experimentais.

3.2 Preparacdo da Matéria-Prima

As beterrabas selecionadas para o estudo foram higienizadas utilizando-se escova e
agua corrente para retirada de sujidades e em seguida foram submetidas a sanitizacdo. A
sanitizacdo foi realizada conforme o descrito por Chitarra (2007), portanto, as amostras
passaram por desinfec¢do com agua clorada a 100 ppm de cloro ativado por 10 minutos para
diminuir a carga microbiana na superficie das hortalicas, por fim as beterrabas foram
enxaguadas em &gua corrente. ApOs a higienizacdo, seguiu-se para etapa de obtencdo do
extrato de beterraba.

3.3 Obtencéo dos extratos de beterraba

3.3.1 Obtencdo do Extrato Alcéolico de Beterraba

A obtencdo do extrato ocorreu conforme o proposto por Cuchinski, Caetano e
Dragunski, (2010), com modificagdes. Foram utilizados 50 g de beterraba in natura,
previamente cortada em pedacos pequenos e foram trituradas com 100 mL de etanol a 70%
(proporgéo 1:2 m/v) em um multiprocessador de alimentos (Dellar Platinum) por cerca de 30

segundos. Posteriormente, a mistura foi colocada ao abrigo da luz e permaneceu sob
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refrigeracdo (5,0 + 1,0°C) e foi deixada sob maceracdo por um periodo de 48 horas. Apos esse
periodo, o macerado foi filtrado a vacuo em papel-filtro para eliminag&o dos residuos solidos.
A fracdo liquida restante foi submetida a evaporacdo do etanol em evaporador rotativo
(SL-126, Solab) a 50 °C até atingir volume constante. As operacGes de extracdo foram
realizadas vérias vezes até a obtencdo de volume suficiente para realizacdo do estudo. As
amostras obtidas foram homogeneizadas em um frasco ambar e este foi mantido congelado (-

18,0 + 1,0°C) até 0 momento do uso.

3.3.2 Obtencdo do Extrato da Beterraba in natura

Com o intuito de avaliar a eficiéncia da extracdo alcodlica foi obtido o extrato da
beterraba in natura. As beterrabas, apds lavadas e sanitizadas, foram cortadas e trituradas em
um multiprocessador de alimentos para obtencdo do extrato da beterraba in natura. A fracdo

liquida restante foi filtrada a vacuo com papel-filtro para retirada de residuos sélidos.
3.4 Caracterizagdo dos extratos de beterraba

3.4.1 pH

O pH foi determinado por leitura em pHmetro digital (precisdo = 0,01 pH,
MARCONI, PA 200), em equipamento previamente calibrado, por leitura direta (Instituto
Adolfo Lutz, 2008).

3.4.2 Teor de Betalainas

O contetdo de betalainas foi determinado conforme descrito por Stintzing et al.
(2005). Primeiramente, a amostra foi diluida (quantas vezes necessarias) em solucdo de
Mcllvaine em pH 6,5 até obter uma leitura em espectrofotébmetro entre 0,8 e 1,0 nos
respectivos comprimentos de ondas para betaxantinas e betacianinas, conforme descrito pela

Equacéo 1.

BLC [mg/L]
_AXDF x MW x1000) (Equagédo 1)

ex1
Sendo A o valor da maxima absorbancia corrigida pela leitura a 600 nm, DF ¢ o fator

de diluicdo e 1 o caminho Otico da cubeta (1 cm). Para a determinagdo dos contetidos de
betacianinas (Bc) e betaxantinas (Bx), os principais componentes das betalainas na beterraba,
a massa molar (MW) e o coeficiente de extin¢gdo molar (¢) da betanina (MW =550 g/mol; € =
60,000 L mol™ cm™ por H,0; A = 538 nm) e da xantina (MW = 308 g/mol; & = 48,000 L mol™
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cm™ por H,0; A =480 nm) serdo aplicados, respectivamente. O conteudo de betalainas totais

é a soma das betaxantinas e betacianinas presentes nas amostras.

3.4.3 Determinacdo do teor de compostos fendlicos totais

O teor de fenolicos totais foi estimado utilizando-se o reagente de Folin-Ciocalteu, a
partir da metodologia proposta por Vieira (2011) e Swain e Hills (1959).

As amostras foram diluidas (quantas vezes necessérias) em agua destilada. Em tubos
de ensaio foram adicionados 0,5 mL do extrato diluido junto a 8,0 mL de &gua destilada, 0,5
mL do reagente de Folin-Ciocalteau e 1,0 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio
(Na,CO3) as amostras foram homogeneizadas em voértex. A analise foi realizada em triplicata.

A mistura reacional foi mantida em repouso por 60 min na auséncia de luz. A
absorbancia foi lida em espectrofotémetro UV-Vis a A =720 nm. Os resultados obtidos foram
interpretados em curva analitica de &cido galico e expressos em pg EAG/mL da amostra

(micrograma de Equivalente de Acido Galico por mL da amostra).

3.4.4 Determinagéo do teor de flavonoides

O teor de flavonoides totais foi quantificado a partir da metodologia proposta por
Oliveira (2016) e Wolsky e Salatino (1998). As amostras foram diluidas (quantas vezes
necessarias) em metanol P.A.

Em tubos de ensaio foram adicionados 2,0 mL da solucdo diluida, 1,0 mL da solucédo
metanoica de cloreto de aluminio (AICI3) a 5% (m/v) e 2,0 mL de metanol P.A. A mistura
reacional foi homogeneizada em voértex e mantida em repouso na auséncia de luz por um
periodo de 30 minutos, passado este tempo as amostras foram lidas em espectrofotdmetro
UV-Vis a A =420 nm.

A andlise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos em UgEQ/mL

(microgramas de equivalente em quercetina por militros da amostra).
3.4.5 Auvaliacdo da Atividade Antioxidante
Método de captura do radical ABTS

Para o extrato bruto, a determinacdo da atividade antioxidante in vitro, a partir do
método de captura do radical 2,2 —azinobis-3-etilbenzoatiazolina-6-a4cido sufénico (ABTS), a
metodologia utilizada foi a descrita por Tseng et al. (2006) com modificaces.

O cétion ABTS" foi formado a partir da reacio de solucdes aquosas de 7 mM de

ABTS e 2,45 mM de persulfato de potassio (1:1 v/v) por 16 horas, a temperatura ambiente e
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na auséncia de luz. Transcorrido esse tempo, a solucdo radical ABTS foi diluida em &gua
destilada até obter uma absorbancia de 0,700 (+ 0,05), a 734 nm. Aliquotas de 0,5 mL da
amostra diluida em &gua destilada (quantas vezes necessarias) foram adicionadas em tubos de
ensaio com 3,5 mL da solugédo do radical ABTS e em seguida a mistura foi lida a 734 nm,
apos 6 minutos no escuro.

Um controle negativo foi preparado, substituindo-se a agua destilada no lugar da
amostra. Os ensaios foram realizados em triplicata. A atividade antioxidante foi calculada em
relacdo a atividade de eliminacdo do radical (%), de acordo com a Equacdo 2, descrita a

sequir:

Acontrole—Aamostra

Atividade antioxidante ABTS (%) = x 100 (Equacéo 2)

Acontrole

Sendo Acontrole = branco e Aamostra= amostra.
Método de captura do radical DPPH

Para determinar a capacidade antioxidante in vitro a partir da técnica de captura do
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) utilizou-se a metodologia proposta por Brand-
Willams (1995).

No preparo da solucdo de DPPH pesou-se 2,5 mg de DPPH e diluiu-se essa amostra
em 100mL de metanol 80%, a solucdo foi homogeneizada em frasco ambar e posteriormente
foi utilizada na anélise.

O extrato foi diluido (quantas vezes necessarias) em metanol 80%. Os constituintes da
reacdo foram 0,5 mL do extrato diluido, 3,5 mL da solugdo metanoica de DPPH (25mg/L). A
mistura foi mantida em repouso por 30 minutos ao abrigo da luz e a leitura das amostras foi
efetuada em um espectrofotdmetro UV-Vis a A =515 nm. Os ensaios foram realizados em
triplicata. A atividade antioxidante foi calculada em relacdo a atividade de eliminacdo do

radical (%), de acordo com a Equacéo 3:

Acontrole—Aamostra
x 100

Atividade antioxidante DPPH ( %) = yps— (Equacio 3)
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Sendo Acontrole = branco e Aamostra= amostra.

Atividade quelante de cobre (Cu®")

A atividade quelante de cobre foi realizada de acordo com metodologia descrita por
Sanchez-Vioque et al. (2012), com poucas modificacdes. A mistura reacional de 2,0 mL de
tampé&o acetato (50 mM a pH 6,0) e 50 uL. de CuSO4 (5 mM) foi adicionada a 500 pL da
amostra diluida no tampéo de acetato (quantas vezes necessarias). Transcorridos 30 minutos
de incubacdo a temperatura ambiente na auséncia de luz, 50 uL de violeta de pirocatecol (VP)
a 4 mM foram adicionados aos ensaios, 0s quais foram homogeneizados em vortex. Apds
mais 30 minutos, a absorbancia dos ensaios foi mensurada a A =632 nm, em
espectrofotometro UV-Vis. O procedimento foi realizado em triplicata. Como controle
negativo, agua destilada foi usada no lugar da amostra e no controle positivo utilizou-se
EDTA (0,045%) no lugar da amostra. A atividade quelante de cobre foi calculada a partir do

percentual de quelacio do fon Cu " descrito pela Equaco 4:

Acontrolenegativo—Aamostra

(%) = x 100 (Equacéo 4)

Amostra

Sendo Acontrolenegativo = branco e Aamostra= amostra.
3.5 Microencapsulacdo dos Pigmentos da Beterraba

Os agentes encapsulantes utilizados foram a maltodextrina com dextrose equivalente
(DE) 15 e 20 MOR-REX® 1910, da Corn Products (Mogi-Guacu, Brasil). As solucbes
alimentacdo do Spray Dryer foram preparadas com concentragéo final de 30% (m/v) antes da
adicdo do extrato de beterraba.

O extrato alcodlico da beterraba foi adicionado aos materiais de parede, na proporgao
1:3 (v/v), respectivamente. As misturas resultantes foram homogeneizadas em um agitador
magnético, mantidas a 30 °C e posteriormente submetidas a secagem por atomizacao.

O microencapsulado foi obtido utilizando o secador por atomizacdo Mini-Spray-Dryer
LM modelo MSD 1.0 (LABMAQ do Brasil LTDA). - IDSO) — Piracicaba/SP), segundo
condicBes proposta por Maia (2017), vazao do liquido 0,79 L/h, com bico injetor de 1,2 mm
de diametro, fluxo de ar de 38 m*/h, pressdo do ar 0,6 bar e temperatura de entrada de 150 °C

e temperatura de saida de 91 °C. Os p0s obtidos pelos diferentes materiais de parede foram
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acondicionados em frascos de vidro ambar, identificados e mantidos sob refrigeragéo (5,0 =
1,0°C).

3.5.1 Rendimento de microencapsulacéo

O rendimento do processo de microencapsulacédo foi avaliado conforme metodologia
proposta por Su et al. (2008) e Wu et al. (2014) e calculado mediante a razdo entre a massa
das microcépsulas obtidas ao final do processo e a massa das substancias iniciais adicionadas

(extrato e materiais de parede).

3.5.2 Retencdo de Betalainas

A andlise foi realizada de acordo com a metodologia proposta por Silva et al.(2013),
adaptado. A retencdo de betalainas foi estimada por meio da comparacdo entre o teor de
pigmentos presentes na solucdo alimentacdo antes do processo de atomizacao e a quantidade

dos pigmentos resultantes nos pos.

A reconstituicdo do p6 foi realizada através da dilui¢do dos pds microencapsulados em
solugédo tampdo de Mcllvaine. As solugbes foram centrifugadas a 3000 rpm por cerca de 10
min e em seguida procedeu-se com a determinacdo do teor de betalainas de acordo com o
item 3.3.4.

3.5.3 Auvaliacdo dos Pigmentos Microencapsulados

As andlises realizadas nos extratos de beterraba também foram realizadas nos pés
microencapsulados em maltodextrina de 15 e de 20 DE. Para as analises nos pos do extrato
microencapsulado da beterraba, a metodologia utilizada foi a proposta por (SARDELLA,
2016). As amostras em p6 foram reconstituidas mantendo-se a propor¢éo de sélidos presentes
no extrato bruto liquido. A partir de um balan¢o de massa, levando-se em consideracdo a
concentracdo de sélidos totais das capsulas, a quantidade de agua e solidos soltveis do extrato
foram determinadas as devidas proporcoes de solvente e pé necessérias para reconstituicéo.

Para realizacdo das andlises os pds foram reconstituidos em solucdo tampdo de
Mcllvaine de pH 6,5, a mistura foi homogeneizada em agitador mecénico tipo vortex. Antes
das analises de teor de betalainas, determinagcdo de compostos fenolicos totais, flavonoides,
ABTS, DPPH e quelantes de cobre (itens 3.4.2, 3.4.3, 3.4.4, 3.4.5 respectivamente) 0s pds
reconstituidos de maltodextrina de 15 e 20 DE foram centrifugados por cerca de 20 min a
3500 rpm a fim de eliminar a turvagdo proveniente da incompleta solubilizacdo dos materiais

de parede em solucdo. Apos a diluicdo realizada para cada uma das analises as amostras



43

foram submetidas novamente a centrifugacdo, por 10 minutos a 3500 rpm. As misturas
reacionais também foram centrifugadas (5 minutos a 3500 rpm) para garantir que as amostras

estivessem limpidas para analise em espectrofotdmetro.

3.5.4 Anaélise de Cor
A quantificacdo da cor foi realizada a partir de um colorimetro da marca Konica
Minolta CR-10, previamente calibrado com as cores branco e preto padrdo. O colorimetro
indicou os parametros L*(luminosidade), a*(vermelho-verde), e b*(amarelo-azul)
(SARDELLA,2016).
Os parametros de tonalidade (h*) e saturagédo (c*) foram calculados a partir dos valores de
a* e b*, conforme as equacdes 5 e 6, respectivamente.

* Equacdo 5
h*:arctan(b—j (Equagao 5)
a*

o* = a*2 1ph* (Equagéo 6)

Para se calcular a diferenca global de cor (AE), foi realizada a reconstituicdo do extrato
solubilizando-se o extrato de beterraba microencapsulado em tampdo de Mcllvaine, a fim de
se obter 0 mesmo teor de solidos do extrato antes da atomizacdo. A diferenca global de cor

entre o extrato antes da atomizacéo e o po reconstituido sera obtido pela Equacéo 7.

AE = /(AL %)2 + (Aa *)% + (4b *)2 (Equacéo 7)

3.6 Anadlise de Dados

Os dados obtidos das triplicatas das analises foram analisados estatisticamente por
meio de Teste de T-Student, ao nivel de significancia de 5%, com auxilio do software Minitab
v 17.1.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teor de betalainas, fendlicos e flavonoides da beterraba in natura e do extrato

alcéolico

Os resultados referentes ao pH, teor de betalainas, de compostos fendlicos e
flavonoides do extrato de beterraba in natura e do extrato alcoolico de beterraba estdo
apresentados na Tabela 1.

Para o pH do extrato de beterraba in natura obteve-se o valor de 5,90, semelhante aos
resultados reportados nos trabalhos de Ramos et al.(2014) e Ferreira (2018), para beterraba in
natura, que foram de 5,87 e 5,920, respectivamente. Cuchinski,Caetano e Dragunski (2010)
relataram em seu trabalho que entre pH 4 e 5 as betalainas sdo estaveis e sob pH 5 a 7 sdo

razoavelmente estaveis.

Tabela 1. Teor de betalainas, fendlicos e flavonoides para o extrato de beterraba in natura e
do extrato alcoolico de beterraba.

Anélises Extrato de beterraba in Extrato alcoolico de
natura beterraba
pH (25 °C) 5,90 + 0,0058° 5,55 + 0,0058"°
Betalainas totais (mg/100g) 38,75 + 0,0156" 44,96 + 0,0206°
Fendlicos totais (ug 886,88 + 0,00° 1101,7 + 0,994°
EAG/mL)
Flavonoides (ug EQ/mL) 309,03 + 1,58° 348,47 +1,41°

Médias seguidas de mesmo expoente na mesma linha, ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% pelo teste
t-Student. Fonte: Autor, 2019.

O pH do extrato alcodlico de beterraba foi de 5,55 e, quando comparado ao obtido
para o extrato de beterraba in natura, apresentaram diferencas significativas. Entretanto, nota-
se que os valores de pH encontrados para ambas amostras foram superiores a 5,5. Segundo
Huang e Elbe (1987), na faixa de pH de 5,5 a 5,8 ocorre a maxima estabilidade de betalainas
sob condicdes aerobias, além disso, representa que este parametro ndo demonstrou alteragdo
drastica apds o processo de extracdo, caracteristica importante visto que o pH interfere

diretamente na estabilidade desses pigmentos.

O extrato alcoolico de beterraba (Figura 4) apresentou teor de betalainas de 44,96 mg/
100g (Tabela 1). Sanchez-Gonzalez et al.(2013) relataram teor de betalainas de 40-77
mg/100g em extratos de beterraba comercial, obtido por meio de diferentes proporcoes de
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metanol, agua e &cido acético. Sardella (2016) reportou em sua pesquisa valor de 288
mg//100g. Por outro lado, Azeredo et al (2007) encontraram valor de 28,82 mg/100g para
extrato de beterraba obtido a partir de solucdo aquosa de &cido citrico e Pitalua (2010) 13,58
mg/100g em extrato de beterraba filtrado, ambos valores inferiores ao encontrado pelo
presente trabalho. As condicGes de extracdo nos trabalhos, tais como tipo de solvente de
extracdo, ajuste no teor de solidos soluveis, cuja etapa ndo foi realizada no presente estudo,
bem como fatores atrelados ao cultivo do vegetal, podem justificar a diferenca entre o0s

resultados.

Figura 4. Extrato alcoo6lico de beterraba

Fonte: Autor, 2019.

J& em relagdo a matéria-prima, Stintzing e Carle (2007) verificaram que a faixa
normalmente encontrada de teor de betalainas encontrado em beterraba vermelha varia entre
40 a 160 mg/100g em base umida (b.u.), no presente estudo encontrou-se um valor de 38,75

mg/100g para o extrato de beterraba in natura.

De acordo com os resultados de betalainas obtidos para o extrato de beterraba in
natura e para o extrato alcoolico, foi possivel observar que o método de extragdo sélido-
liquido, utilizando etanol 70%, foi eficiente para extragdo destes pigmentos, visto que o
extrato de beterraba apresentou uma maior concentracdo em relacdo a matéria-prima que o
originou. Segundo Shiozer e Barata (2007), dentre os solventes mais utilizados para extracdo

de betalainas estdo os solventes orgénicos, destacando-se a extragdo por etanol.
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Além das betalainas, a beterraba contém outros constituintes importantes como 0s
compostos fendlicos, que sdo constituidos por acidos fenolicos, ésteres de acido fendlico e
flavonoides, entre outros (BEN et al., 2014). Em relacéo ao teor de compostos fendlicos, nota-
se que houve diferenca significativa entre as amostras de extrato de beterraba in natura e
extrato alcoolico de beterraba que apresentaram teor de fenolicos de 886,88 e 1101,7 ug
EAG/mL, respectivamente (Tabela 1).

No geral, os fenolicos apresentam alta polaridade e, portanto, a solubilidade desses
compostos fica sujeita a fatores como a polaridade dos solventes utilizados, grau de
polimerizagdo demais constituintes dos alimentos (ANGELO; JORGE, 2007).

Devido a variabilidade da estrutura, ainda ndo se tem conhecimento de um metodo
satisfatorio para a extracdo de todos ou de uma classe especifica de fendlicos disponivel nos
alimentos. Entretanto, a técnica de extracdo por solvente é a mais comum na literatura para
extracdo desses fitoquimicos. Os solventes mais utilizados para a extracdo destes compostos
sdo metanol, etanol, acetona, 4gua, acetato de etila entre outros (ANGELO; JORGE, 2007).

O maior teor de compostos fendlicos encontrado no presente estudo pelo extrato de
beterraba em relacdo ao extrato de beterraba in natura pode ser justificado pela escolha do
solvente etanol, que em fungdo da sua polaridade foi eficiente na extragdo dos compostos
fendlicos presentes na beterraba vermelha. Os tecidos da beterraba possuem alto teor de agua,
assim, o etanol se liga a &gua por meio da ligacdo polar OH- e devido a alta atracdo entre as
moléculas formam-se pontes de hidrogénio contribuindo para a elevada solubilidade do meio
favorecendo a eficiéncia da extracdo (ALVES; MONTEIRO; POMPEU, 2018).

No estudo realizado por Kazimierczak et al.(2014) avaliou-se o contetdo fenolico de
beterraba e suco de beterraba naturalmente fermentado proveniente de producdo organica e
convencional, utilizando a técnica de HPLC (cromatografia liquida de alta performance). Em
ambos ensaios obteve-se alto teor de fendlicos. Entretanto, destaca-se o superior teor de
compostos fenolicos totais das beterrabas obtidas da produgdo convencional em relacdo a
producéo organica, tipo de matéria-prima utilizada no presente trabalho.

Canadanovi¢-Brunet, et al.(2011) avaliam a atividade antioxidante e antimicrobiana
em extrato de bagaco de beterraba em diferentes tipos de solventes (solugdo aquosa de etanol ,
solugdo aquosa de acetona e agua) apos a purificacdo por extracdo em fase solida. Os maiores

resultados para compostos fenolicos e flavonoides foram os encontrados nos extratos obtidos
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a partir etanol (80%), os valores foram respectivamente, 376,4 mg EAG/g de extrato seco e
253, 5 mg/g (mg de rutina por grama de extrato seco).

Dentre as principais classes de compostos fendlicos destacam-se os flavonoides,
compostos largamente distribuidos entre as espécies vegetais e tem como principal
caracteristica o baixo peso molecular (ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al. 2010). O
extrato alcodlico de beterraba apresentou maior teor de flavonoides em relacdo ao extrato de
beterraba in natura, resultado esperado visto que o teor de fenodlicos totais para o extrato

alcoolico apresentou este mesmo padrao.

4.2 Avaliacdo da atividade antioxidante no extrato alc6olico e no extrato de beterraba

in natura

Os resultados obtidos da avaliacdo do potencial antioxidante do extrato da beterraba in

natura e do extrato alcoolico da beterraba encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados das anélises de DPPH, ABTS e Quelantes de Cu®** para o extrato de
beterraba in natura e extrato alcodlico de beterraba.

Andlise Extrato de Extrato de
beterraba in natura Beterraba
DPPH (%) 45,84+ 0,01° 63,85+ 0,012
ABTS (%) 92,54+0,00° 95,53+0,00°
Quelante de cu® (%) 76,04+0,01° 80,30+0,00?

Médias seguidas de mesmo expoente na mesma linha, ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% pelo teste
t-Student. *Amostras beterraba in natura e extrato de beterraba diluidas 1:10 para DPPH e ABTS, 1:20 para
analise de quelante de cobre Fonte: Autor, 2019.

Todos os resultados das analises de DPPH, ABTS, quelantes de Cu®* apresentaram
diferencas significativas entre as amostras do extrato de beterraba in natura e extrato de
beterraba. Entretanto, observa-se que as amostras de extrato alcodlico de beterraba obtiveram
0S maiores percentuais de inibigdo para todas as analises comparados as amostras do extrato

de beterraba in natura.

Os resultados da atividade antioxidante pelo método de ABTS foram superiores aos
encontrados por DPPH. O radical livre DPPH é adquirido em sua forma pronta para uso,
enquanto o ABTS é gerado por rea¢fes quimicas ou enzimaticas, e, pode ser solubilizado em

meios aquosos ou organicos. Assim, a atividade antioxidante pode ser mensurada em fungéo
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da natureza hidrofilica ou lipofilica dos compostos nas amostras. Em contraste, o radical
DPPH é dissolvido apenas em meios organicos o que é uma limitacdo na avaliagdo dos
antioxidantes hidrofilicos (ARNAO, 2001). Estas peculiaridades podem justificar os maiores
percentuais de inibicdo dos radicais ABTS pelos extratos em relacdo a analise de DPPH, visto

que os pigmentos da beterraba s&o hidrossoluveis.

Wootton-Beard et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante total de sucos vegetais
comerciais por FRAP, DPPH, ABTS e Folin-Ciocalteu (Fendlicos Totais). Este estudo
destacou 0 suco de beterraba como 0 que possuia maior atividade antioxidante e maior
percentual de inibicdo dos radicais ABTS e DPPH. Tiveron (2010) encontrou percentual de
inibicdo de 85,1 % em extrato alcodlico (etanol 80%) de beterraba liofilizada, diluido na
proporcédo 1:5, que comparado a diluicdo do presente trabalho, pode-se afirmar que os valores
sdo equivalentes aos encontrados para extrato de beterraba in natura e extrato alcodlico de

beterraba .

Delgado-Vargas et al. (2000) em seu trabalho ressaltaram que o uso de solventes
organicos tem sido bastante recomendado na literatura para extracdo eficiente de betacianinas,
as quais possuem significativa atividade antioxidante. O extrato alcodlico de beterraba
também apresentou maior teor de betalainas em sua composicdo em relacdo ao extrato da
beterraba in natura, o que evidencia o processo eficiente de extracdo e justifica 0 maior
potencial antioxidante do extrato de beterraba. Canadanovi¢-Brunet et al.(2011), verificaram a
atividade antioxidante em extrato de bagaco de beterraba extraido a partir de trés solventes
diferentes etanol, agua e acetona . Os melhores resultados de atividade antioxidante a partir do

ensaio de DPPH foram obtidos dos extratos de etanol e acetona.

A amostra de extrato de beterraba apresentou 80,3% de inibicdo por quelacdo de
cobre, indicando maior atividade antioxidante em relacdo ao extrato de beterraba in natura
seguindo a tendéncia das analises de ABTS e DPPH (Tabela 2). O resultado da avalia¢do de
atividade antioxidante por quelantes de cobre indica que o extrato alcodlico de beterraba
possui maior quantidade de substancias com agdo de quelar os ions de cobre. Tais metais de
transicdo como Cu?*, tém a capacidade de catalisar a reacdo de radicais livres e,
consequentemente, favorece reagcbes como peroxidagéo lipidica e danos ao DNA. Portanto,
esta avaliacdo ¢ importante para mensurar a “quelacdo” de ions de metais de transi¢ao por

antioxidantes ja que estes impediriam a reacdo de oxidacdo. O maior percentual dado pela
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andlise indica que houve maior acdo de antioxidantes em impedir a acdo de oxidacgao por ions
de Cu®* (ZHANG et al., 2011).

Costa (2016) avaliou a atividade antioxidante por DPPH e quelante de cobre do
extrato etanolico das folhas, caule e raizes da espécie Hyptis pectinata. Na analise da
atividade por quelantes de cobre realizada por meio da mesma metodologia do presente
trabalho, os resultados obtidos ndo foram significativos, pois ndo ocorreu mudanga na
coloracdo das amostras apds a adicdo de cobre, apesar de outras analises constatarem tal
atividade no extrato. Diferentemente deste caso, no presente trabalho obteve-se relagédo

positiva entre a analise de quelantes de cobre e as anélises de ABTS e DPPH.

O extrato alcodlico de beterraba apresentou alto teor de compostos fenélicos (1101,7
ug EAG/mL) e flavonoides (348,47 pg EQ/mL), substancias que possuem poder
antirradicalar e isto também pode justificar a maior atividade antioxidante deste extrato como
discutido na secdo anterior. Zardo (2014) em sua pesquisa, relacionou o maior poder
antioxidante de compostos antocianinicos obtidos de bagaco de mirtilo ao alto teor de
compostos fendlicos totais. Wu et al.,( 2004) também faz essa observacdo em seu trabalho
onde avaliaram a atividade antioxidante e o contetdo polifendlico de diversas frutas e

hortalicas.

4.3 Avaliacdo de pés do extrato de beterraba microencapsulados com maltodextrina
de 15 DE e 20 DE

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos das analises de atividade antioxidante no
extrato alcodlico de beterraba microencapsulado com maltodextrina de 15 DE e 20 DE,
amostra PM15 e PM20, respectivamente. As anélises foram realizadas no pé reconstituido em
solucéo tampdo de Mcllvaine (Figuras 5 e 6).

O teor de fendlicos totais encontrado para amostra PM15 foi de 1118,9 ug EAG/mL,
valor superior ao encontrado para o p6 encapsulado com maltodextrina de 20 DE (938,96 g
EAG/mL) e superior ao encontrado no extrato alcéolico de beterraba (1101,7 ug EAG/mL)
(Tabela 3).
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Tabela 3. Resultados das analises de atividade antioxidante DPPH, ABTS, Quelantes de
Cu?*, fendlicos totais, flavonoides e retencdo das betalainas nos pés microencapsulados com
maltodextrina de 15 DE (PM15) e 20 DE (PM20).

Anélise PM15* PM20* Extrato
Alcodlico de
Beterraba
Fendlicos totais (ug a c b
EAG/mL) 1118,9+2,76 938,96+1,60 1101,7 £ 0,994
Flavonéides (ug EQ/mL) 20,96+0,58" 17,70+0,35" 348,47+1,4%
Retencédo de Betalainas (%) 104,31+0,00 87,20+0,00 -
DPPH (%) 40,21+0,00° 39,15+0,00" 63,85+ 0,01°
ABTS (%) 98,46+0,00° 99,12+0,00° 95,53+0,00°
Quelante de Cu*" (%) 87,78+0,00° 89,18+0,00° 80,30+0,00°

Médias seguidas de mesmo expoente na mesma linha, ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% pelo teste
t-Student. * Amostras PM15 e PM20 diluidas em 1:3 flavonoides, DPPH e ABTS, 1:10 para analise de quelante
de cobre e extrato da beterraba 1:20. Fonte: Autor, 2019.

Figura 5. Extrato de beterraba microencapsulado com maltodextrina de 15 DE (a) P6

microencapulado com maltodextrina de 15 DE reconstituido (b).

a) Po6 (PM15) b) P6 Reconstituido (PM15)

Fonte: Autor, 2019
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Figura 6. (a) Extrato de beterraba microencapsulado com maltodextrina de 20 DE (b) P6

microencapulado com maltodextrina de 20 DE reconstituido.

a) Po6 (PM20) b) P6 Reconstituido (PM20)

Fonte: Autor, 2019

A determinacdo do teor de compostos fendlicos é relevante tendo em vista que
diversos estudos tém associado estes compostos a atividade antioxidante. Os compostos
fenolicos compdem uma grande classe de fitoquimicos englobando moléculas que em sua
estrutura quimica apresentam hidroxilas e anéis aromaticos tanto em sua forma simples como
em polimeros, esta caracteristica confere o poder antioxidante destes compostos (ANGELO;
JORGE, 2007).

A analise de compostos fendlicos totais foi realizada utilizando o reagente de Folin-
Ciocalteu este é constituido pelos sais tungstato de sddio e molibdato de sdédio em meio a
acido cloridrico concentrado e acido fosforico. Na presenca de espécies redutoras como, por
exemplo, compostos fendlicos estes sais séo reduzidos a complexos de molibdénio-tungsténio
que desenvolvem uma coloragdo azul proporcional a quantidade de hidroxilas ou grupos
potencialmente oxidaveis nos compostos fendlicos. Este ensaio detecta a presenca de todas as
especies reduzidas pelo Folin-Ciocalteu, assim ndo reflete necessariamente o teor de
compostos fendlicos totais. Por se tratar de um método ndo especifico, compostos como
vitamina C, agUcares ou minerais podem ser interferentes da reacdo (ANGELO; JORGE,
2007; BOROSKI,2015). Portanto, algum interferente como estes pode ter influenciado na

analise visto que o teor de fenolicos na amostra PM15 DE foi superior ao do extrato.
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O teor de flavonoides entre as amostras de pés PM15 e PM20 ndo apresentou
diferenca estatisticamente significativa. No entanto, observa-se grande diferenca em relagéo
ao extrato. Infere-se que os flavonoides, representante de uma classe de compostos fendlicos,
presentes nos pds podem ter sofrido acdo do calor durante o processo de microencapsulacao,
tendo em vista que alguns flavonoides podem se degradar em altas temperaturas
(ESCRIBANO - BAILON et al., 2004).

Os extratos microencapsulados PM15 e PM20 mostraram atividade antioxidante em
todos os ensaios DPPH, ABTS e Quelantes de Cu®* (Tabela 3). No entanto, para o ensaio de
atividade antioxidante por DPPH, obteve-se diferencas significativas entre as amostras PM15
e PM20, quando comparado aos resultados do extrato alcodlico de beterraba. Esta situacdo é
comumente citada na literatura, onde relata-se a perda de atividade antioxidante em
consequéncia do processo de atomizacdo em funcdo da alta temperatura fornecida ao material
microencapsulado na entrada e na saida do spray dryer. O aumento da temperatura de entrada
no atomizador como efeito danoso a bioativos € relatado por Ersus e Yurdargel (2007), que
observaram a diminuicdo do teor e retencdo de antocianinas, situacdo também observada por

Cai e Corke (2000) em relacdo a microencapsulacdo de betalainas.

Observou-se também que as amostras de p6 microencapsulados com maltodextrina de
15 DE e 20 DE mostraram diferencas estatisticas significativas na avaliacdo da atividade
antioxidante por quelante de cobre. Os ensaios de DPPH e ABTS demonstram que ndo houve
diferencas entre os potenciais antioxidantes entre as duas amostras, entretanto, estas duas
analises avaliam a atividade antioxidante por meio da transferéncia simples de elétrons. O
ensaio para determinar a atividade quelante de Cu?* é baseado na quelag&o deste fon metélico
com violeta de pirocatecol que produz um complexo de coloracdo azul. Na presenca de outros
agentes quelantes a formacgdo do complexo é interrompida e a cor azul tende a diminuir. Esta
taxa de reducdo de cor permite, portanto, mensurar a atividade quelante (SANCHEZ-
VIOQUE et al., 2012) que, para ambas as amostras, extrato microencapsulado com
maltodextrina de 15 DE e 20 DE, apresentaram alto percentual de inibig&o, superior a 85%.

4.3.1 Rendimento da microencapsulagédo

O sucesso do processo de encapsulacdo de substancias bioativas deve resultar em um
po microencapsulado com a maxima retencdo do material bioativo no interior das
microcapsulas (WU, et al., 2014). O rendimento da microencapsulacéo avalia a viabilidade do

processo a partir da determinacdo da eficiéncia em recuperar o p6 do sistema , ao final do
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processo de secagem, sobre a quantidade de solidos solUveis contidos nas amostras,
inicialmente (TUPUNA et al., 2018).

Os rendimentos obtidos por meio do processo de microencapsulacdo do extrato de
beterraba foram de 16,889 e 14,767%, para as maltodextrinas de 15 e 20 DE, respectivamente.
Valores semelhantes ao presente trabalho foram encontrados por Poornima e Sinthiya (2017),
que encontram rendimentos entre 15 e 20% no processo de microencapsulacdo de beterraba
por spray dryer em que variaram as proporcoes de extrato, material de parede e temperatura

de entrada no atomizador.

Bazaria e Kumar (2017) em seu estudo afirmaram que um rendimento satisfatorio
deve ser superior a 50% e para microencapsulacdo de suco de beterraba por atomizacao
obtiveram valores de 67,38 e 62,43 % para maltodextrinas de 10 e 20 DE, respectivamente,
com isso infere-se que os valores obtidos no presente trabalho foram consideravelmente
baixos. O baixo rendimento pode ser explicado principalmente pela aderéncia de goticulas
semi-Umidas nas paredes da camara de secagem, da aderéncia de pé nas paredes do filtro do

ciclone e da dificil recuperacao do p6 neste local.

Gharsallaoui et al. (2007) e Kaimainen, (2014) salientam também que o rendimento do
processo de secagem por atomizacdo é influenciado por condi¢fes 6timas de secagem e a
eficiéncia da microencapsulagdo esta relacionada a escolha adequada de material encapsulante

e as caracteristicas fisico-quimicas do material de nucleo.

4.3.2 Retencdo de Betalainas

A eficiéncia do processo de encapsulacdo de substancias bioativas esta diretamente
ligado @ maxima retengdo do composto bioativo dentro das microcapsulas (WU et al., 2014).
Os pos microencapsulados, em maltodextrina de 15 DE e 20 DE, apresentaram 104,31 % e
87,2 % de retencdo das betalainas, respectivamente, ao final da secagem por atomizag&o.
Oliveira (2011) em sua pesquisa relata a retengéo entre 88,95 a 107,98 % de antocianinas dos
extratos de capim-gordura obtidos por secagem por atomizacdo submetidos a diferentes
temperaturas de entrada e de saida do spray dryer. Azeredo et al (2007) reportaram retengédo

de 90% de betalainas microencapsuladas em diferentes propor¢es maltodextrina de 10DE.

Ersus e Yurdagel (2007), no processo de microencapsulagdo de cenoura preta
observaram a melhor condigédo para retencdo de antocianinas com o uso de maltodextrina de

20 DE associada a temperatura de entrada de 160 °C. Pitalua et al. (2010) em sua pesquisa
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reportaram retencdo de 88,2% de betalainas obtidas pelo processo de microencapsulacdo de
suco de beterraba utilizando goma arabica como material de parede, resultado semelhante do
presente trabalho. Cai e Corke (2000) em seu estudo obtiveram retencdo de 88 % de

betacianinas obtidas de p6s amaranto seco em spray dryer.

Assim como nos trabalhos relatados, tais resultados demonstram que houve pouca
perda do pigmento durante o processo de microencapsulamento no presente estudo, com uma
maior eficiéncia para o pd microencapsulado com maltodextrina de 15DE. Observou-se
também (Tabela 3), que esta amostra apresentou alto teor de compostos fendlicos, o que pode
ter implicado na alta retencdo de betalainas observada, em virtude de uma possivel presenca
de compostos com absor¢do dentro do mesmo comprimento de onda das betalainas.

4.4 Andlise de cor

Os resultados das medidas de cor dos extratos de beterraba microencapsulados por

spray dryer sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Pardmetros da analise de cor nos pds microencapsulados.

Anélise da cor PM15 PM20
L* 28,033 +0,416° 31,800 + 0,819°
a* 9,733 + 1,474 10,667 + 0,896°
b* -0,400 + 0,624° -0,300 + 0,693°
He -2,549 + 3,809° -1,505 * 3,766°
C* 9,756 + 1,462 10,686 + 0,898°
AE 8,693 + 1,604 4,278 + 0,888"

Médias seguidas de mesmo expoente na mesma linha, ndo diferem estatisticamente a um nivel de 5% pelo teste
t-Student. Fonte: Autor, 2019.

Para a variavel L*, os valores obtidos foram de 28,033 e 31,8 para as amostras
encapsuladas com maltodextrina de 15 e 20 DE (Figura 7), cujos valores apresentaram
diferengas significativas a um nivel de 5%. O parametro L* expressa a luminosidade da
amostra e varia de 0 e 100 deste modo, quanto mais proximo de 100, mais clara é a amostra e
guanto mais distante, mais escura (SANT’ANNA et al., 2013). Dito isto, pode-se inferir que a
amostra PM20 apresentou maior luminosidade, logo possui coloragdo mais clara em relagéo a
amostra PM15.
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Ersus e Yurdagel, (2007) observaram um aumento nos valores do parametro L* de
acordo com o decréscimo de DE em amostras de antocianinas extraidas da cenoura preta e
encapsuladas com maltodextrinas 10 DE, 20 DE e 30 DE, resultados estes diferentes ao
observado no presente trabalho. O que pode estar relacionado com a caracteristica quimica do

extrato microencapsulado e sua interacdo com a molécula da maltodextrina.

Figura 7. Extrato de beterraba microencapsulado com maltodextrina de 15 DE (a) e 20 DE

(b).
(2) PM15 (b) PM20

S

P

Fonte: Autor, 2019.

As variaveis a* e b* para ambas as amostras de pé ndo apresentaram diferencas
significativas entre si. Valores positivos de a* indicam a tendéncia a coloracdo vermelha e
negativos, coloracdo verde. A coordenada b* mede a tendéncia para as cores amarela e azul,
onde valores positivos expressam maior intensidade de amarelo e 0s negativos maior
intensidade para azul (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013).

O angulo de tonalidade cromatica (H°) afere a percepcdo de cor, quanto menor o
angulo H°, mais proximo estara do eixo a* e, portanto, mais vermelha sera a coloragdo do
material avaliado (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013; SANT’ANNA et al., 2013). O H°
verificado nas amostras apresentou valores de -2,549 e -1,505, para 0s pds encapsulados com
maltodextrinas de 15 DE e 20 DE, respectivamente e ndo apresentaram diferencas estatisticas
entre si (Tabela 4).

Os valores de C* representam a intensidade cromatica de uma cor particular
(saturacéo) e quanto maior o seu valor, mais intensa a cor do produto (PATHARE; OPARA,
AL-SAID, 2013). Este parametro nédo apresentou diferencas significativas entre as amostras.
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O resultado obtido para a variavel C*no presente trabalho de 9,756 e 10,686 para pé
encapsulado com maltodextrina de 15 DE e 20 DE , respectivamente. Ravichandran et al.,
2014 em sua pesquisa sobre obtencdo de pds de extrato de beterraba por spray drying
utilizando maltodextrina de 20 DE, reporta um valor para C* de 12,5, pr6ximo ao encontrado

no presente estudo.

O valor de AE expressa a diferenca global de cor, este pardmetro leva em considerago
as variacOes de L*, a* e b* (SANT’ANNA et al., 2013). Os valores de AE para os pods
microencapsulados com maltodextrinas de 15 e 20 DE foram de 8,693 e 4,278, em relacdo a
solucdo alimentagdo de cada po, nesta ordem (Tabela 4). A amostra de maltodextrina de 15

DE apresentou a maior diferenca global, ap6s o processo de atomizac&o.

O wvalor da diferenca de cor é uma avaliagdo importante na técnica de
microencapsulamento de pigmentos, visto que avalia a manutencdo da cor da matriz original
com a cor obtida no produto final. Assim, é desejavel que haja uma menor a diferenca global
de cor entre as amostras. Todavia, isso ird depender de fatores relacionados ao processo e a

interacdo entre o extrato e o material de parede.

5 CONCLUSAO

Estudos a respeito do uso de extrato da beterraba como corantes naturais e,
principalmente, como fonte de compostos antioxidantes ainda séo escassos.

O processo de extrativo de solido-liquido foi eficiente para extracdo dos bioativos
presentes na beterraba visto que o extrato alcolico apresentou maiores resultados em todos o0s
ensaios de atividade antioxidante, compostos fendlicos totais e flavonoides, em relagdo a
matéria-prima de origem.

O presente trabalho pdde comprovar que, por meio de analises in vitro, a bioatividade
dos pigmentos da beterraba conseguiu ser preservada mesmo apds condi¢Ges de
processamento do spray dryer.

Em relacdo aos materiais de parede utilizados para microencapsular o extrato alcoolico
de beterraba, ambos materiais (maltodextrina 15 DE e 20 DE) foram eficientes na preservagéo
das betalainas, bem como na capacidade antioxidante, verificado nos ensaios de inibi¢cdo do
ABTS e quelacdo de cobre. Ja em relacdo ao rendimento do processo, para 0 pé encapsulado

com maltodextrina de 15 DE obteve-se um maior valor em relacdo ao encapsulado com 20



57

DE, indicando que a maltodextrina de 15 DE apresentou melhor aplicabilidade a
microencapsulacdo do extrato e secagem por spray dryer.

Assim, a alta retencdo de pigmentos em ambas amostras de pos microencapsulados
infere que a atividade antioxidante fornecida pelas betalainas e o poder tintorial desses
pigmentos foi mantido, evidenciando que a técnica de microencapsulacdo é uma alternativa

viavel para a protecdo desses pigmentos.
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APENDICE
PREPARO DA SOLU(;AO DE MCLLVAINE
A solucdo tampéo de Mcllavaine (Fosfato dissodico — acido citrico) sera preparada a
partir do que foi descrito por Morita e Assumpcdo (2003). Os materiais necessarios serdo
listados a seguir: fosfato dissodico (Na;HPO,); acido citrico (CsHgO5); agua destilada.
Para o experimento serdo produzidas duas solugdes:
1. Solucdo de fosfato dissddico;

2. Solucdo de &cido citrico;

MORITA, T.; ASSUMPCAO, R. M. V. Manual de Solucdes, reagentes e
solventes. Blucher: 12° Reimp. 2003, 629p



