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RESUMO

No Brasil, o estado do Rio Grande do Sul se destaca pela grande produtividade e
comercializa¢do de uva e derivados. O consumo de derivados da uva vem crescendo a cada ano,
muitas vezes associado as suas propriedades funcionais. Como consequéncia desse
crescimento, eleva-se também a geracao de residuos, produzindo o bagaco que constitui cerca
de 20 % do peso de uvas processadas. O bagaco ¢ uma fonte de compostos bioativos, que se
aproveitado corretamente teria um alto potencial de valor agregado. Sendo assim, o presente
trabalho visou realizar a extragdo aquosa acidificada a 2 % de 4cido citrico do bagago do suco
de uva por extragdo assistida por ultrassom (EAU) e por micro-ondas (EAM) e o posterior
encapsulamento por atomizacao e liofiliza¢ao utilizando como materiais de parede a proteina
isolada do soro de leite (WPI), goma arabica (GA) e pectina (Pec). Para EAU utilizou-se
poténcias de 250, 350 e 450 W e tempos de 5, 10 e 15 min, e para EAM empregou-se poténcias
de 600, 800 ¢ 1000 W e tempos de 5, 7 ¢ 10 min. A melhor condic¢do de extragdo correspondeu
a extragio assistida por micro-ondas (1000 W x 10 min), com teores de 6,68+0,05 mgeaG-g ' ms,
1,3240,03 mgmalvidina-3,5-diglicosidiog ' ms, 23,8420,57 pumoler-g 'ms € 33,27+2,00 umoler-g ' ms, para
compostos fenolicos totais, antocianinas monoméricas totais, atividade antioxidante por ABTS
e por DPPH, respectivamente. Quando comparado a extrag¢do exaustiva com solu¢ao de metanol
80 % (v/v) acidificado com 1 % de HCl, as recuperacdes de compostos fenolicos, antocianinas,
e atividade antioxidante por ABTS e DPPH foram de 21, 45, 23 e 36 %, respectivamente. Esse
mesmo extrato (1000 W x 10 min) foi encapsulado por atomizagao (160 °C) e liofilizacao (-57
°C) utilizando-se dispersdes com misturas de WPI, GA e Pec como materiais de parede nas
proporg¢des de 3:1 (WPI-GA) e de 3:1:1 (WPI-GA-Pec). Os pods obtidos por atomizacdo e
liofilizagdo contendo misturas de WPI-GA apresentaram as maiores retengdes de compostos
fenolicos (2,66 € 2,42 mgeac-g 'ms), antocianinas monoméricas totais (0,346 e 0,353 mgmalvidina-
3,5-diglicosideog ' ms), atividade antioxidante por ABTS (8,23 e 8,32 umoler-g'ms) e DPPH (12,64
e 10,92 umolet-g 'ms). Entretanto os testes acelerados de armazenamento conduzidos indicaram
que os pos contendo pectina foram os mais estaveis com valores de 76 e 73 % de retencao de
antocianinas para o pd atomizado e liofilizado, respectivamente, nas condi¢des de 35 °C e 75
% de umidade relativa aos 28 dias de estocagem. Na simulag@o digestiva in Vitro os pods
contendo WPI-GA obtiveram as maiores libera¢des de antocianinas na fase intestinal.

Palavras-chave: bagaco de suco de uva, extragdo assistida por ultrassom, extragdo assistida

por micro-ondas, antocianinas, microencapsulamento, estabilidade.



ABSTRACT

The Rio Grande do Sul, a Brazilian state, stands out for the great productivity and
commercialization of grapes and them products. The consumption of grape products has been
growing every year, often associated with its functional properties. A consequence of this
growth, the generation of waste is also increasing, producing pomace that constitutes about 20
% of the weight of grapes processed. The grape pomace is a source of bioactive compounds,
which if properly utilized would have a high potential for added value. Therefore, the present
work aimed to carry out the acidified aqueous extraction to 2 % of citric acid of the pomace of
grape juice by ultrasonic assisted extraction (UAE) and by microwave assisted extraction
(MAE) and the subsequent encapsulation by spray-drying and freeze-drying using as wall
materials to whey protein isolate (WPI), gum arabic (GA) and pectin (Pec). Using UAE at 250,
350 and 450 W of power, and times of 5, 10 and 15 min, and when using MAE at 600, 800 and
1000 W power, and times of 5, 7 and 10 min. The best extraction condition corresponded to
microwave assisted extraction (1000 W x 10 min), with contents of 6.68+0.05 mgGae-g " d,
1.32+0.03 mgmalvidin-3,5-diglucoside'™ db, 23.84£0.57 pumolre-g'ab e 33.27£2.00 umolre-g'a, for
total phenolic compounds, total monomeric anthocyanins, antioxidant activity by ABTS and by
DPPH, respectively. When compared to the exhaustive extraction with methanol solution 80 %
(v / v) acidified with 1 % HCI, the recoveries of phenolic compounds, anthocyanins, and
antioxidant activity by ABTS and by DPPH were 21, 45, 23 and 36 %, respectively. This same
extract (1000 W x 10 min) was encapsulated by spray-drying (160 °C) and freeze-drying (-57
°C) using dispersions with mixtures of WPI, GA and Pec as wall materials in the proportions
of 3: 1 (WPI-GA) and of 3: 1: 1 (WPI-GA-Pec). The WPI-GA powders obtained by spray-
drying and freeze-drying showed the highest retention of phenolic compounds (2.66 e 2.42
mgGae-g 'ap), total monomeric anthocyanins (0.346 and 0.353 mgmalvidin-3,5-diglucoside'€ db),
antioxidant activity by ABTS (8.23 and 8.32 pmolre-g'a) and DPPH (12.64 and 10.92
umolre-g la). However, the accelerated storage tests conducted indicated that powders pectin-
containing were the most stable with values of 76 and 73 % anthocyanin retention for the spray
and freeze-dried powder, respectively, at 35 °C and 75 % relative humidity during to 28 days
of storage. In the in vitro digestive simulation, the WPI-GA powders obtained the highest
releases of anthocyanins in the intestinal phase.

Keywords: grape juice pomace, ultrasonic assisted extraction, microwave assisted extraction,

anthocyanins, microencapsulation, stability.
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1 INTRODUCAO

No mundo, uma das culturas de frutas mais cultivadas ¢ a uva com uma produgao
estimada em 77 milhdes de toneladas por ano, que sdo consumidas in natura e, principalmente,
utilizadas na producao de bebidas, tais como, vinhos, sucos e seus subprodutos (Faostat, 2016;
Barba et al., 2016). No Brasil, a regido sul se destaca pela grande produtividade e
comercializacao de uva e derivados, sendo o estado do Rio Grande do Sul responsavel por cerca
de 90 % da produgdo nacional de vinhos e, ainda, segundo dados do Instituto Brasileiro do
Vinho (IBRAVIN) com uma safra de uvas onde foram colhidas cerca de 753 mil toneladas no
ano de 2017. A cada ano vem crescendo o consumo de derivados da uva, muitas vezes por estar
associado as suas propriedades funcionais, visto que possuem grande quantidade de compostos
bioativos com alto teor de antioxidantes (Teixeira et al., 2014; Barba et al., 2016). Como
consequéncia desse crescimento, eleva-se também a geracdo de residuos, destacando-se os
provenientes de vinicolas, uma vez que cerca de 60 % da produgdo de uvas ¢ destinada a
vitinificagdo gerando um residuo de bagaco de cerca de 20 % do peso de uvas processadas do
vinho total produzido (Lafka et al., 2007; Teixeira et al., 2014; Muhlack et al., 2018). Da mesma
forma, os residuos também podem ser fontes de compostos bioativos com alto potencial de
valor agregado (Aliakbarian et al., 2012; Beres et al., 2017).

Dentre os compostos bioativos de maior interesse na uva e seus derivados, se destacam
as antocianinas, que sao um subgrupo dos compostos fenolicos, cujas moléculas sdo abundantes
no meio vegetal e relativamente simples, as quais possuem um ou mais anéis aromaticos ligados
a um ou mais grupos oxidrilicos chamados grupos fenolicos (Acosta-Estrada et al., 2014; Sri
Harsha et al., 2014; Tournour et al., 2015). Muitas vezes as antocianinas podem estar
glicosiladas a acucares ou fibras junto a matriz celular, assim como podem estar de forma livre
no citoplasma e/ou nos vacuolos das células vegetais (Fraga, 2009). Esses compostos sao
importantes antioxidantes para o organismo humano, pois agem como sequestradores de
radicais livres, diminuindo o estresse oxidativo no organismo, € consequentemente podendo
retardar o envelhecimento precoce e o aparecimento de algumas doengas cronicas, inflamatorias
e neoplasias malignas (Acosta-Estrada et al., 2014). Entretanto, as antocianinas, quando
extraidas de suas matrizes naturais, sdo altamente instaveis frente as condigdes presentes nos
processamentos de alimentos, como altas temperaturas, presenca de luz, oxigénio e enzimas
oxidativas (Santos, 2003; Fernandes et al., 2014).

Com o intuito de diminuir a degradagao das antocianinas durante a extragdo pelo efeito

do uso do calor, podem ser utilizados métodos de extragdo alternativos aos convencionais que
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tenham potencial de serem eficientes e sustentaveis tanto do ponto de visto econdomico quanto
ambiental (Cai et al., 2016; Barba et al., 2016). Métodos de extragdo convencional utilizam
diferentes tipos de solventes organicos, altas temperaturas e longos periodos, ocasionando altos
custos de producao (Barba et al., 2016; Bonfigli et al., 2017). O interesse na extragdo assistida
por micro-ondas e ultrassom tem aumentado nos Ultimos anos para separa¢do de compostos
fenolicos e, em especial, as antocianinas que, por serem hidrossoluveis, podem também ser
extraidas em meio aquoso (Pietta, 2000; Acosta-Estrada et al., 2014). Essas tecnologias de
extragdo assistida se baseiam na penetracao de ondas na matriz celular, levando a ruptura celular
e a consequente liberacdo dos compostos fitoquimicos (Liazid et al., 2011; Mane et al., 2015;
Rodrigues et al., 2015). A agdo das micro-ondas, que sdo ondas eletromagnéticas, ocorrem com
a penetragdo na matriz dos alimentos provocando uma intensa rotagdo molecular de dipolos
como a agua, polarizacdo de ions, fazendo com que haja uma conducdo idnica e assim, o
aquecimento do alimento pela transferéncia de calor (Barba et al., 2016; Khan et al., 2018). No
caso das ondas de ultrassom, as ondas mecanicas se propagam pelo alimento e provocam o
fendmeno de cavitacdo, onde picos de compressao seguidos de picos de expansao formam
bolhas que ao entrarem em colapso produzem energia capaz de romper a matriz celular
aumentando a difusividade méssica e melhorando a penetracdo do solvente extrator através do
efeito de sonocapilares (Pingret et al., 2013; Sharmila et al., 2016). Estudos ressaltam que com
o uso desses métodos, os tempos de extragdo e a exposicao as altas temperaturas podem ser
significativamente reduzidos e otimizados, economizando tempo e energia, quando comparado
a tecnologias convencionais de separacdo. Com um menor tempo de exposi¢do ao calor e a altas
temperaturas os compostos bioativos, em especial as antocianinas, sdo mais facilmente
preservados visto que sdao espécies quimicas termossensiveis (Fernandes et al., 2014).
Contudo, apos a extra¢do dos compostos bioativos, um dos métodos usados para o
isolamento e protecdo das antocianinas ¢ a microencapsulagcdo, onde os compostos de interesse
sdo envoltos em materiais de parede apropriados. H4 diferentes métodos de encapsulamento,
dentre os quais estdo a atomizagdao e a liofilizacdo. Em relacdo aos materiais de parede
empregados, existem diversos tipos de agentes encapsulantes que para serem aplicados em
alimentos, deve-se levar em consideracdo as propriedades fisicas e quimicas do encapsulado,
da aplicag¢do pretendida, do método utilizado para formar as particulas e a importancia do
sistema de liberacao (Schaffazick et al., 2003; De Souza et al., 2015). Além das propriedades
inerentes ao sistema das microparticulas, os encapsulantes empregados podem contemplar
propriedades benéficas a satide humana, ou seja, que agregue valor funcional ao alimento,

podendo-se utilizar para esse fim proteinas com alto valor nutricional, assim como, fibras
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soluveis com caracteristicas prebioticas (Aizpurua-Olaizola et al., 2016). As proteinas isoladas
do soro de leite (WPI, da sigla em inglés whey protein isolate) possuem fragdes peptidicas como
fonte de aminoacidos essenciais que estimulam a sintese proteica no metabolismo humano
(Flores et al., 2014b). A utilizagdo da WPI como material de parede auxilia a estabilizagao
estrutural das microparticulas devido a sua estrutura globular, e sua caracteristica catidnica em
pH acido facilita as ligagdes com polissacarideos com caracteristicas anionicas, tais como, a
goma arabica e a pectina, formando assim um material de parede com complexas ligacdes
proteina-polissacarideo favorecendo o microencapsulamento (Gharsallaoui et al., 2007; Eratte
et al., 2014; Flores et al., 2014b; Chung et al., 2015).

Sendo assim, torna-se importante avaliar a extracdo de compostos bioativos
provenientes do residuo do processamento do suco de uva com métodos que priorizem a
preservacao dos compostos termolabeis e a minimizagdo do impacto ambiental que ¢ gerado
pela utilizacdo de solventes organicos. As tecnologias ndo convencionais para extra¢do dos
compostos bioativos serdo a de micro-ondas e a de ultrassom. Para aumentar a estabilidade dos
compostos utilizar-se-a o método de encapsulamento por técnica de atomizagao e de liofilizagao
empregando como agentes encapsulantes a proteina isolada do soro de leite, goma arabica e

pectina.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a extragao dos compostos bioativos, provenientes do bagaco da producdo de
suco de uva separados por extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e ultrassom (EAU) e o
encapsulamento por atomizagao e liofilizagdo dos mesmos, utilizando diferentes materiais de

parede.

1.1.2 Objetivos especificos

o quantificar os compostos bioativos extraidos do bagaco da industria de suco de
uva empregando solvente aquoso acidificado;
o realizar extracdes por EAM nas poténcias de 600, 800 e 1000 W, durante os

tempos de 5, 7 e 10 min;
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o realizar extragdes por EAU nas poténcias de 250, 350 e 450 W, durante os
tempos de 5, 10 e 15 min;

° definir as melhores condigdes de extragao dentre os tratamentos de EAM e EAU;

. obter p6s microencapsulados através da atomizacao, a 160 °C, e da liofilizagao,
a -57 °C, mediante uso da proteina isolada do soro de leite (WPI), da goma arabica (GA) e da
pectina (Pec) como materiais de parede nas proporgdes de 3:1 (WPI-GA) e 3:1:1 (WPI-GA-
Pec);

o avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais dos poOs
microencapsulados, assim como sua estabilidade em condicdes aceleradas de armazenamento,
sob temperatura de 35 e 55 °C e umidade relativa de 75 e 90 % durante 4 semanas;

. avaliar os pos microencapsulados sob efeito da simulagdo digestiva in vitro.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Matéria-prima

2.1.1 Uva

A uva ¢ uma fruta nao-climatérica que apresenta baixas taxas respiratorias no pos-
colheita e normalmente possui forma ovalada ou esférica com tamanhos variados conforme o
grau de maturacdo (Yamashita et al., 2000). As condi¢des geograficas e climaticas e o periodo
de colheita exercem forte influéncia sobre o fruto, principalmente no teor de agucares (Makris
et al., 2007). Outros fatores extrinsecos como o manejo, os tipos de solo, entre outros, também
afetam a composi¢do dos frutos.

No mundo, a uva ¢ uma das culturas de frutas mais cultivadas com uma producao
estimada em 77 milhdes de toneladas por ano, que sdo consumidas in natura e, principalmente,
utilizadas na produgdo de bebidas, tais como, vinhos, sucos e seus subprodutos (Faostat, 2016;
Barba et al., 2016). As primeiras variedades de uva do tipo Vitis vinifera foram introduzidas no
Brasil pelos portugueses, no século XVI; essas uvas eram utilizadas para fabricagdo de vinhos
finos oriundas da Europa. No sul do Brasil as primeiras videiras foram trazidas e cultivadas
pelos jesuitas na regido das Missdes, porém, o inicio da producao em grande escala se da com
a chegada dos imigrantes italianos em 1875 no Rio Grande do Sul (Ibravin, 2016). Diferentes
espécies, V. labrusca, V. rotundifolia, V. riparia e V. aestivalis, sdo utilizadas como uvas para
consumo in natura assim como na produgdo de sucos, geleias, vinhos, espumantes, vinagres,
passas, dentre outros. O estado do Rio Grande do Sul ¢ responsavel por cerca de 90 % da
producdo nacional de vinhos e, ainda, segundo dados do Instituto Brasileiro do Vinho
(IBRAVIN) na safra de uvas em 2017 foram colhidas cerca de 753 mil toneladas no ano.

O agradavel sabor impulsiona o consumo de uva e seus subprodutos no mundo e, da
mesma forma, os beneficios a satde ao qual estd relacionada vém sendo comprovado por
inimeras pesquisas cientificas (Shrikhande, 2000; Aliakbarian et al., 2012; Maragkoudakis et
al., 2013; Stafussa et al., 2016). As propriedades funcionais as quais a uva e seus derivados
estdo relacionados se deve a presenca de inumeros compostos bioativos, tais como o0s
compostos fendlicos que exercem papel antioxidante no metabolismo humano (Acosta-Estrada
et al., 2014). Na polpa sdo encontrados agticares fermentesciveis, tais como, a glicose e frutose,
acidos organicos, dentre os quais os acidos tartarico, malico e citrico, além de minerais,

aminoacidos essenciais, vitaminas e compostos fendlicos. Enquanto na casca, semente e engago
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se concentram 4acidos graxos, pectina, fibras e uma parte dos compostos fenolicos
principalmente por estarem muito associados a matriz das paredes celulares (Monagas et al.,
2005; Rizzon e Meneguzzo, 2007; Acosta-Estrada et al., 2014).

O contetido de compostos fendlicos dos frutos estd condicionado normalmente a sua
concentra¢do e biodisponibilidade que estdo diretamente ligadas a genética do vegetal, com as
condi¢des edafico-climaticas do cultivo, e com as adversidades em que a atividade agricola esta

exposta (Poser e Mentz, 2003).

2.1.2 Residuo do suco de uva

A produgdo de suco de uva pode gerar, assim como na produgdo de vinho,
aproximadamente 20 % em bagaco, semente e engago (Teixeira et al., 2014). Os frutos sdo
separados do engacgo e prensados com o intuito de romper as cascas ¢ liberar o liquido contido
no interior da fruta sem que haja a fermentagdo (Teixeira et al., 2014; Barba et al., 2016). Da
mesma forma que a uva, os residuos tém valor de alimento funcional, pelo alto contetido de
compostos bioativos, podendo ser considerados como fontes secundarias de compostos
funcionais de alto valor agregado (Sri Harsha et al., 2014).

Na fabricagdo de suco de uva integral os frutos sdo separados do engago no
recebimento da matéria-prima, em seguida, transportadas por um sistema de rosca sem fim para
um equipamento onde os frutos serdo esmagados (Rizzon e Meneguzzo, 2007; Teixeira et al.,
2014; Barba et al., 2016). Com o auxilio da eleva¢do da temperatura, em um faixa de 65 °C a
90 °C, haverd a extragao do mosto em um termo-macerador. Assim que ha o rebaixamento da
temperatura para uma faixa de 55 a 60 °C, a adi¢do de enzimas pectinoliticas em um tanque
enzimatico durante uma a duas horas se faz necessario para que haja uma melhor extragdo, uma
intensificagdo na cor e haja, ainda, uma diminuicao da viscosidade do mosto. Apos a retencao,
0 mosto ¢ transportado para um separador dindmico onde o suco ¢ separado por gravidade da
parte solida. O suco seguird no processo de clarificagdo com uma despectinizagao, filtragao e
uma estabilizacdo tartarica, pasteurizacao e engarrafamento. Enquanto a parte s6lida do mosto,
o bagaco, sera transportado para uma prensa descontinua e descartado como residuo, muitas
vezes, sendo utilizado como adubo ou simplesmente descartado de maneira inadequada (Rizzon

e Meneguzzo, 2007).
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2.2 Compostos bioativos

2.2.1 Compostos fenodlicos

Os compostos fenolicos possuem em comum um ou mais anéis aromaticos ligados
diretamente com um ou mais grupos oxidrilicos (Acosta-Estrada et al., 2014); sdo considerados
metabolitos secundarios produzidos pelos vegetais durante seu desenvolvimento natural que
podem estar agindo como agentes protetores as acdes adversas do ambiente ou ainda auxiliam
na fixagao e reserva de micronutrientes (Naczk e Shahidi, 2004).

Os polifenodis sdo substancias que pertencem a um grupo muito diversificado de
fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina, que englobam tanto moléculas simples como
complexas com alto grau de polimerizacdo (Sahidi et al., 1992; Naczk e Shahidi, 2004). Em
plantas, compostos fenolicos atuam normalmente como fitoalexinas, antifedantes, atrativos
para polinizadores, pigmentacdo das plantas, antioxidantes, agentes de protecao contra radiacao
solar, entre outros (Sahidi et al., 1992). Estdo presentes nas células vegetais na forma livre
armazenados nos vacuolos, assim como complexados a matriz das paredes celulares (Acosta-
Estrada et al., 2014; Fernandes et al., 2014).

Nos alimentos, as substancias fenolicas sdo responsaveis pela cor, sabor adstringente,
aroma ¢ estabilidade oxidativa dos mesmos. Também agem como antioxidantes, pois sdao
estabilizadores de radicais livres, apresentando eficiéncia na prevengao da auto-oxidagdo, ainda
incluindo agdes benéficas auxiliando na prevencao de doengas associadas ao estresse oxidativo
(Kaur e Kapoor, 2001; Naczk e Shahidi, 2004; Acosta-Estrada et al., 2014; Fernandes et al.,
2014).

Os fenois podem ser classificados em nao-flavonoides, dentre eles os 4cidos fendlicos,
os estilbenos, as cumarinas e os taninos; e os flavonoides que pode ser subdividido em seis
subclasses: flavonois, flavonas, flavan-3-ois, flavononas, isoflavonoides e antocianidinas
(Fraga, 2009; Acosta-Estrada et al., 2014). Na uva, os polifenois mais comumente encontrados
de ndo-flavonoides sdo os estilbenos, principalmente o resveratrol; 4cidos fendlicos e 4cidos
hidroxicindmicos, principalmente o 4cido p-cumarico e acido cafeico. Dentre os flavonoides
mais encontrados na uva estdo as antocianinas malvidina, cianidina petunidina, peonidina e
delfinidina; flavan-3-ois catequinas monoméricas, proantocianidinas; e flavonois miricetina,

quercetina, kaempferol, isoramnetina (Monagas et al., 2005; Obreque-Slier et al., 2010)
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2.2.2 Antocianinas

Sao moléculas com ordem de tamanho de nanoparticulas que variam de 1 nm a 100
nm (Schaffazick et al., 2003). Dentre os compostos fendlicos, as antocianinas sao responsaveis
pela coloragao, que passa pelo espectro do vermelho ao violeta caracteristico das uvas. As
antocianinas sdo compostos hidrossoliveis com capacidade antioxidante originarias do
metabolismo secundario dos vegetais e normalmente a sua concentragao e biodisponibilidade
estdo diretamente ligadas a caracteristica do vegetal e ao meio no qual ¢ cultivada (Poser e
Mentz, 2003; Santos, 2003).

Sao pigmentos hidrossoliveis armazenados naturalmente nos vactolos celulares e as
principais fungdes em frutos e flores sdo atrair polinizadores, assim como, proteger os tecidos
de reagdes oxidativas em diferentes etapas do ciclo de vida da planta (Sies, 2007; Fernandes et
al., 2014). Quando extraidas, a estabilidade das moléculas de antocianinas pode ser facilmente
debilitada por diferentes fatores, tais como, a exposi¢ao a luz e ao oxigénio, altas temperaturas,
ions metalicos, mudangas de pH, entre outros (Giusti ¢ Wrolstad, 2003).

As antocianinas apresentam seis formas comumente encontradas em frutas: cianidina,
delfinidina, malvidina, pelargonidina, peonidina e petunidina; naturalmente apresentam-se na
forma glicosilada a grupo de agucares e acidos organicos alifaticos (Fernandes et al., 2014).
Geralmente os carboidratos presentes nas antocianinas sao a glicose, frutose, ramnose,
galactose, arabinose e xilose (Zhang e Hamauzu, 2004; Fernandes et al., 2014). Nas uvas, as
antocianinas s3o as principais responsdveis pela coloracdo, encontrando-se em maior
concentragdo nas cascas como monoglicosideos de malvidina, cianidinas, petunidinas,
peonidinas e delfinidinas (Monagas et al., 2005; Obreque-Slier et al., 2010; Fernandes et al.,
2014).

2.2.3 Atividade antioxidante

Antioxidantes sdo quaisquer substincias presentes em baixas concentragdes em relacao
aos substratos oxidaveis, que possuem a habilidade de retardar parcialmente ou completamente
oxidacdo dos mesmos (Bianchi e Antunes, 1999). Os antioxidantes neutralizam as espécies
reativas de oxigénio doando um de seus proprios elétrons, findando a acdo de oxidagdo. No
entanto, os antioxidantes ndo se tornam radicais livres, pois sdo moléculas mais estaveis em

ambas as formas (Kaur e Kapoor, 2001).
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O conjunto dos antioxidantes ¢ heterogéneo, contém compostos de diferentes grupos,
como as vitaminas, proteinas e peptideos, carotenoides, flavonoides e outros compostos
fendlicos, terpenos e tocoferdis (Kaur e Kapoor, 2001; Martinez-Valverde et al., 2002; Acosta-
Estrada et al., 2014).

Antioxidante como aditivo alimentar ¢ a substidncia que retarda o aparecimento de
alteracdes oxidativas nos alimentos. Sdo substancias usadas para preservar alimentos por
retardar a rancificacao, deterioracdo ou descoloragdo causada pela oxidagao (Coultate, 2016).
Em geral, assim como os antioxidantes naturais, os sintéticos sdo classificados como
antioxidantes primarios, sinergistas e secundarios; e necessitam ser indcuos, ativos em baixas
concentragdes ¢ podem ser lipossoluveis para acumular-se em camadas lipidicas (Belitz, 1992;
Madhavi e Salunkhe, 1995).

Diferentes técnicas sdo utilizadas para mensurar a atividade antioxidante de alimentos.
A concepcdo dessas andlises originalmente ¢ especificamente da 4rea quimica que, mais tarde,
passou a fazer parte da biologia, medicina, epidemiologia e nutricdo (Floegel et al., 2011).
Existem diferentes métodos para avaliar a atividade antioxidante, ¢ uma das estratégias mais
adotadas consiste em determinar a atividade de antioxidante frente a descoloragao de
substancias radicalares (Brand-Williams et al., 1995; Re et al., 1999; Prieto et al., 1999; Kim et
al., 2002). No entanto, as determina¢des de atividade antioxidante in vitro sdo apenas
aproximagoes do que ocorre em situa¢des complexas in vivo (Kukoski et al., 2005).

Diversos compostos cromogenos sdo utilizados para determinacdo da capacidade
antioxidante dos alimentos, tais como, o ABTS, 2,2'-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico), que tem uma coloragdo verde-azulada no comprimento de onda de 734 nm (Re et
al. 1999; Kim et al., 2002; Floegel et al., 2011), o DPPH, 2,2-difenil-1-picrihidrazil, com sua
forma radicalar absorvendo em um comprimento de onda de 515 com uma coloragdo lilas
(Brand-Williams et al., 1995), entre outros. Kukoski et al. (2005) afirma que a capacidade
antioxidante de uma amostra vai depender da natureza de seus compostos bioativos, uma vez
que, os compostos podem interagir sinergicamente ou inibitoriamente tanto como antioxidantes
quanto como pré-oxidantes. Se considerarmos os diferentes tipos de extragdo com os diferentes
tipos de sensibilidade de radicais, as analises de capacidade antioxidante sdo bastante
desafiadoras do ponto de vista da padronizagdo de técnicas (Thaipong et al., 2006; Acosta-

Estrada et al., 2014).
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2.3 Processos de extracao

2.3.1 Micro-ondas

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas com uma faixa de frequéncia entre 300
MHz a 300 GHz. A extragao assistida por micro-ondas (EAM) esta baseada na transferéncia de
calor pela polarizacao molecular que gera a conducdo i6nica e a rotagao molecular (Kappe et
al., 2009; Barba et al., 2016).

Os principios envolvidos no aquecimento por micro-ondas fazem referéncia a alguns
conceitos fisicos e quimicos, tais como temperatura, ligacdo quimica, estrutura molecular,
momento de dipolo, polarizagdo, capacidade calorifica e constante dielétrica (Rosini et al.,
2004). Muitas moléculas polares, assim como a agua, que possuem cargas parciais positivas e
negativas em extremidades opostas, rotacionam a medida que ha a incidéncia das micro-ondas
na tentativa de alinhar-se ao campo elétrico formado pelas mesmas (Vallejo et al., 2003; Inglett
et al., 2010). A movimentacao a nivel molecular e o atrito entre as moléculas faz com que haja
a transformacdo da energia das ondas eletromagnéticas em energia térmica, aumentando a
temperatura da matriz. Com o aumento da temperatura, ha um aumento da pressdo interna da
solucdo, resultando no aumento da difusdo e transferéncia do solvente através da matriz celular,
e com a consequente dissolucao dos solutos da matriz no solvente (Watanabe et al., 1998; Barba
et al., 2008; Barba et al., 2016).

Dessa forma, o uso das micro-ondas, ocasiona a aceleracao ¢ um alto rendimento de
extragdo (Chemat e Esveld, 2001). Além disso, na extragdo convencional o calor ¢ transferido
de um fluido quente para o interior da amostra, j& na extracdo por micro-ondas, o calor ¢

dissipado volumetricamente no interior do meio irradiado (Wu et al., 2012).

2.3.2 Ultrassom

O ultrassom ¢ uma onda mecanica, estabelecida a partir de 20 kHz, que se propaga em
um meio fisico pelo processo de compressdo e expansdo (Piyasena et al., 2003). Um dos
fenomenos produzidos na propagacao do ultrassom em liquidos ¢ o fendmeno de cavitagdo
(Esclapez et al., 2011; Barba et al., 2016). A cavitagdo ocasiona a formacao de cavidades, para
onde os gases dissolvidos no sistema migram, formando microbolhas, que aumentam e

diminuem de tamanho, gerando ciclos de expansdo e compressao até que as bolhas entrem em
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colapso e se rompam, liberando grande quantidade de energia em forma de calor e exercendo
um elevado aumento de pressdo (Chen et al., 2015; Rodrigues et al., 2015).

Devido a turbuléncia gerada pelo fenomeno de cavitacdo, ocorrem colisdes
moleculares no meio de propagacdo fazendo com que células vegetais sejam rompidas,
facilitando a difusdo do solvente extrator para o interior da matriz através de canais e poros
formados (Mane et al, 2015; Chemat et al., 2017). Além disso, o calor liberado na cavitagao
aumenta a solubilidade dos analitos, favorecendo o aumento da eficiéncia de extragao
(Rodrigues et al., 2015; Barba et al., 2016).

A cavitagdo também pode ser influenciada por fatores como a intensidade da aplica¢do
da poténcia do ultrassom, presenca de gases, tamanho de particulas presentes na solucao,
pressao externa aplicada, viscosidade, tensao superficial e pressao de vapor do solvente (Carcel
etal., 2012). A extracdo assistida por ultrassom ndo interage diretamente com as moléculas para
induzir a transformag@o quimica pois seu comprimento de onda ¢ longo em comparagdo com a
frequéncia das moléculas. Ao invés disso, a energia liberada pela cavitagdo gera extremos de
temperatura e pressao na solugao onde as reagdes quimicas podem ocorrer (Chemat et al., 2011;
Mane et al., 2015; Pradal et al., 2016). O ultrassom também pode romper camadas de material
inerte aumentando a superficie de contato e as reagcdes podem ocorrer mais facilmente (Wang
etal., 2008; Wu et al., 2015).

A extracdo assistida por ultrassom (EAU) pode ser considerada um método nao-
convencional que vem demonstrando eficiéncia na extracdo de compostos bioativos. As
vantagens da EAU podem ser o menor consumo de reagentes e menores tempos de extragao
minimizando, assim, o gasto energético frente aos métodos de extragdo convencionais (Chemat
et al.; 2011; Ahmad-Qasem et al., 2013; Wu et al., 2015; Barba et al., 2016; Chemat et al.,
2017).

2.4 Encapsulamento

Quando compostos bioativos sdo extraidos de células vegetais, a estabilidade dessas
moléculas pode ser facilmente debilitada por diferentes fatores, tais como, a exposi¢cdo a luz e
ao oxigénio, altas temperaturas, ions metéalicos, mudangas de pH, entre outros fatores
extrinsecos que estardo expostas (Giusti e Wrolstad, 2003). Um dos métodos usados para
protecdo dos compostos bioativos € a microencapsulagdo, onde os compostos de interesse sao
envoltos como material de nticleo por materiais de parede que atuam de maneira protetiva as

adversidades ambientais, tais como, efeitos de degradacgdo pela luz, umidade e oxigénio, com o
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intuito de entregé-los ao consumidor final com minima degradacdo (Schaffazick et al., 2003;
Garofuli¢ et al., 2017).

Assim, o encapsulamento contribui para prolongar a vida util do produto protegendo
os compostos bioativos contra degrada¢do durante o armazenamento e mantendo sua
funcionalidade e suas qualidades organolépticas (Garofuli¢ et al., 2017). Diferentes métodos de
encapsulamento ¢ materiais de parede podem ser empregados para aplicacdo em alimentos,
levando-se em consideragao as propriedades fisicas e quimicas do encapsulado, da aplicagdo
pretendida, do método utilizado para formar as particulas e a importancia do sistema de
liberagdo (Schaffazick et al., 2003; De Souza et al., 2015). Desta forma, o encapsulamento pode
aumentar a eficacia de compostos funcionais que normalmente possuem menor estabilidade em
comparagao a ingredientes sintéticos similares (Aizpurua-Olaizola et al., 2016; Garofuli¢ et al.,

2017).

2.4.1 Material de parede

O material encapsulante ¢ selecionado em fung¢do das propriedades fisicas e quimicas
do agente ativo, da aplica¢do pretendida e do método utilizado para formar as particulas (Costa
et al., 2012). Caracteristicas fisico-quimicas do polimero de parede, como a solubilidade, massa
molar, transi¢do vitrea, cristalinidade, viscosidade, higroscopicidade, solubilidade e
difusividade, sdo parametros importantes na escolha de um polimero como material de parede
desejado (Desai e Park, 2005; Gharsallaoui et al., 2007). A particula formada deve apresentar
algumas propriedades, como flexibilidade, resisténcia, impermeabilidade, estabilidade, e
promover a liberacdo controlada do material encapsulado (Venkatesan et al., 2009; Garcia-
Saldana et al., 2016).

Os materiais mais utilizados como encapsulantes compreendem os carboidratos
(amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose, pectina), celuloses (carboximetilcelulose, etil,
metil, acetil e nitrocelulose), gomas (ardbica, guar, alginato de sodio, carragena), lipideos (cera,
parafina, triestearina, 4cido estedrico, mono e diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas) e
proteinas (gluten, caseina, isolado proteico do soro de leite, gelatina, albumina e quitosana)
(Shahidi e Han, 1993; Souza et al., 2012; Mahdavi et al., 2016). Os agentes de encapsulagdo
podem ser utilizados sozinhos ou em combinacdo e a composicao ideal ¢ definida para cada
processo de microencapsulacdo particularmente (Fernandes et al., 2012). Segundo Garcia-

Saldafa et al. (2016), a encapsulacio com uma mistura de polimeros deve-se levar em
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consideragdo as cargas polares no solvente da solug¢do, como a dispersdo ¢é preparada, o agente

encapsulado e a estabilidade da microparticula.

2.4.1.1 Proteina isolada do soro de leite

O soro de leite é o principal residuo gerado na industria de lacticinios obtido no
processo de coagulacdo do leite. O residuo representa cerca de 85 % do leite e detém
aproximadamente 50 % dos nutrientes presente no volume de leite (Brandelli et al., 2015). O
soro ¢ constituido de lactose, proteinas soluveis, sais minerais e vitaminas hidrossoliveis. A
proteina isolada do soro de leite (WPI, da sigla em inglés whey protein isolate) representa cerca
de 20 % das proteinas totais do leite e sdo constituidas principalmente, por B-lactoglobulina e
a-lactoalbumina, e ainda por menores proporc¢des de albumina do soro bovino, imunoglobulinas
glicomacropeptideo e sub fragdes, como lactoferrina, lisozima, lactoperoxidase, entre outras
(Brandelli et al., 2015).

A WPI apresenta uma conformacao globular contendo aminoacidos sulfurados
capazes de formar ligacdes de pontes de dissulfeto auxiliando na estabilidade estrutural das
moléculas. Quando expostas a altas temperaturas e pressdes sdo suscetiveis a desnaturagdo e
agregacao, também possui boa solubilidade em diferentes pH (Brandelli et al., 2015). Sendo
utilizado em larga escala industrial como ingrediente que confere propriedades técnico-
funcionais aos produtos alimenticios devido ao seu alto valor funcional e nutritivo, e capacidade
de formacao de géis e emulsdes, proporcionando melhores ligagcdes entre compostos bioativos,
tais como, os compostos fendlicos (Eratte et al., 2014).

As dispersoes e géis formados para o encapsulamento com WPI podem sofrer hidrdlise
se expostos em diferentes temperaturas e pH, auxiliando a libera¢do controlada de substancias
bioativas ligadas as proteinas, assim como, a geragdo de peptideos que por si s tem
funcionalidade no organismo humano (Flores et al., 2014b; Brandelli et al., 2015; Chung et al.,

2015).

2.4.1.2 Goma aréabica

A goma arabica ou goma acécia provém da exsudacdao do tronco da arvore acacia,
Acacia senegal e Acacia seyal, das quais comumente encontradas em regides tropicais e
subtropicais, sendo originaria da regido subsaariana (Garcia-Saldafia et al., 2016). Trata-se de

um polissacarideo altamente ramificado, arabinogalactanas acidas com composi¢des variadas
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de D-galactose, L-arabinose, acido D-galacturénico, L-ramnose, acido 4-O-metil-D-
glucurdnico. Contendo cadeias unidas por ligagdes B(1—3) e ramificagdes B(1—6), podendo
ainda conter fragdes de glicoproteinas junto as suas ramificagdes com ligagdes glicosidicas e
peptidicas (Ali et al., 2013; Damodaran et al., 2008).

De modo geral, sdo utilizadas como agentes espessantes substitutos para o amido e,
também, com frequéncia podem ser utilizados como auxiliadores na estabilizacdo de
dispersodes. Possui boa solubilidade em agua possuindo baixa viscosidade quando em solugdes
(Garcia-Saldafia et al., 2016; Damodaran et al., 2008). A goma arabica pode ser caracterizada
como fibra alimentar tendo efeitos benéficos para satide no organismo humano (Glover et al.,
2009; Kuck e Norefa, 2016). O efeito emulsionante faz com que a goma traga beneficios ao
sistema digestorio com acao hipocolesterolémica, hipoglicémica e bifidogénica, pois favorece
a qualidade da microbiota e, além disso, a capacidade de retengdo de 4gua melhora a qualidade

das fezes do individuo (Glover et al., 2009).

2.4.1.3 Pectina

As pectinas sdo polissacarideos constituidos por acidos poligalacturonicos com
conteudo variado de ésteres metilicos. Sao constituintes das paredes celulares e da lamela média
dos tecidos vegetais. A estrutura principal da pectina se caracteriza por longas cadeias lineares
com ligagdes a(1—4) e pelo alto ou baixo grau de metoxilagdo devido aos grupos carboxilas
esterificados com metanol e por ligagdes glicosidicas com aglicares neutros como L-ramnose,
D-glicose, D-galactose, L-arabinose e D-xilose (Souza et al., 2012; Damodaran et al., 2008).

Possui boas caracteristicas de formacao de géis em pH acidos e presencga de aglcares,
onde a formacdo de zonas de juncdo que intimeras ligagdes de pontes de hidrogénio sdo
formadas atuando cooperativamente para formagdo de uma estrutura cristalina estavel
(Coultate, 2016; Garcia-Saldafa et al., 2016). A pectina pode aumentar a estabilidade durante
o encapsulamento das antocianinas pela interacdo molecular de ligacdes de hidrogénio e
interacdes hidrofoéficas auxiliando a preservagao da cor (Chung et al., 2015) A pectina tem
funcionalidade de fibras dietéticas, visto que pode passar pelo sistema digestério tendo um

efeito hipocolesterolémico e hipoglicémico (Souza et al., 2012; Damodaran et al., 2008).
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2.4.2 Atomizagao

O método de encapsulagdo por atomizagdo ou spray-drying, consiste em aspergir a
solugdo na forma de goticulas ao mesmo tempo que hd uma circulacio forcada de ar quente
para que a solugdo seja desidratada quase que instantaneamente (Vos et al., 2010; Shishir e
Chen, 2017). Na industria é comumente utilizado para secagem ¢ microencapsulagdo de
alimentos (Murtia-Pagola et al., 2009; Ahmed et al., 2010), principalmente pelas inumeras
vantagens que apresenta, como o baixo custo de produgdo, as variedades de materiais
encapsulantes, a boa retencdo de compostos volateis, a boa estabilidade dos encapsulados e a
produgdo em larga escala em modo continuo (Desobry e Debeaufort, 2011; Shishir e Chen,
2017).

Os parametros de atomizagdo, tais como as vazoes de alimentacdo de ar e da amostra
assim como as temperaturas de entrada e saida da corrente de ar, influenciam importantes
propriedades do material seco como a densidade, o formato, a distribui¢do de tamanho, a
quantidade de ar ocluso e o teor final de umidade (Silveira et al., 2013). Além desses
parametros, dois fatores devem ser levados em consideragdo indicativos de qualidade e
estabilidade dos produtos em p6 que sdo a temperatura de transicdo vitrea e a geracao de cargas
eletrostaticas durante a secagem (Shishir e Chen, 2017). Esses fatores sdo uma mudanga abrupta
de viscosidade do material disperso em solu¢des aquosas ocasionadas pela mudanga de
temperatura ou da concentracdo de solvente, fazendo com que a adesividade do produto seja
causadora de baixos rendimentos do processo e gerar problemas com a higroscopicidade e baixa
solubilidade dos p6s (Tonon et al., 2008; Fazaeli et al., 2012; Shishir e Chen, 2017).

Dessa forma, as fungdes basicas da atomizacao sao proporcionar uma elevada taxa de
secagem e produzir particulas com formato, tamanho e densidade com magnitudes controladas

e desejadas (Schuck et al., 2012).

2.4.3 Liofilizagao

A liofilizag@o ou freeze-drying consiste em um processo de secagem de um produto
previamente congelado no qual a maior parte do solvente ¢ removido por sublimagio
(Ballesteros et al., 2017). Este processo envolve duas etapas, primeiramente hd um
congelamento rapido do produto para favorecer a formacao de pequenos cristais de gelo e em
uma segunda etapa o gelo sublima e as moléculas de 4gua ligada sdo removidas do material por

dessor¢do (Neves et al., 2002; Ballesteros et al., 2017; Bora et al., 2018).
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Normalmente este método ¢ utilizado para conservagdo de alimentos que possuem
constituintes sensiveis ao calor, gerando produtos de melhor qualidade devido a utilizacao de
baixas temperaturas durante o processo de secagem (Ratti, 2001; Gurak et al., 2013; Ramirez
etal., 2015). Com isso a estabilidade do produto aumenta mesmo durante a estocagem, além de
que o material poderd ser armazenado e transportado a temperatura ambiente previamente
embalados (Gurak et al., 2013). Outra vantagem é que as modifica¢des fisico-quimicas sao
inibidas pela baixa atividade de 4gua, minimizando-se a perda de constituintes volateis ou de
atividade biologica (Ford e Dawson, 1994). O produto liofilizado ainda possui uma textura

porosa, sendo prontamente reconstituido (Fang e Bhandari, 2010; Mujumdar et al., 2016).
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3 Artigo 01 — Extracio assistida por micro-ondas e ultrassom de compostos bioativos do

residuo do processamento do suco de uva

Cassiano Brown da Rocha', Caciano Pelayo Zapata Norefia'

! Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA/UFRGS), Avenida Bento Gongalves, 9500, Prédio 43212, Campus do Vale, CEP 91501-970,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO

O residuo do processamento industrial do suco de uva pode ser utilizado como fonte de
compostos bioativos promotores de funcionalidade com alto potencial de valor agregado. Neste
trabalho foi proposto a separagao dos compostos fenolicos do bagago do suco de uva, utilizando
uma solu¢do aquosa acidificada com 2 % de acido citrico, como solvente, para a extragdo
assistida por ultrassom com poténcias de 250, 350 e 450 W e tempos de 5, 10 e 15 min, e por
micro-ondas utilizando poténcias de 600, 800 ¢ 1000 W e tempos de 5, 7 ¢ 10 min. A melhor
condi¢do de extragdo correspondeu ao de micro-ondas (1000 W X 10 min), com teores de
6,68+0,05 mgeac-g'ms, 1,32+0,03 mgmalvidina-3,5-diglicosidio'g 'ms, 23,84%0,57 umoler-g'ms €
33,27+2,00 umoler-g 'ms, para, compostos fenélicos totais, antocianinas monoméricas totais,
atividade antioxidante por ABTS e por DPPH, respectivamente. Quando comparado a extragao
exaustiva com solu¢do de metanol 80 % (v/v) acidificado com 1 % de HCI, as recuperacdes de
compostos fenolicos, antocianinas, e atividade antioxidante por ABTS e DPPH foram de 21,

45, 23 e 36 %, respectivamente.

Palavras-chave: bagaco; uva; antocianinas; ultrassom; micro-ondas.
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3.1 Introducao

A uva (Vitis vinifera L.) ¢ uma fruta ndo-climatérica e dependendo das espécies podem
apresentar intensa coloragdo roxo-avermelhada devido a grande concentracdo de antocianinas
(Yamashita et al., 2000). No Brasil, a regido sul se destaca pela grande produtividade e
comercializac¢do de uva e derivados, sendo o estado do Rio Grande do Sul responsavel por cerca
de 90% da producdo nacional de vinhos e, ainda, segundo dados do Instituto Brasileiro do
Vinho (IBRAVIN) em 2017 foram colhidas cerca de 753 mil toneladas na safra de uvas.

O processamento da uva gera grandes quantidades de residuos, na produgdo do suco
de uva, assim como na produgdo de vinho, cerca de 20 % do peso de uvas processadas sao
residuos compostos principalmente do bagaco, sementes e engaco (Teixeira et al., 2014; De
Souza et al., 2015; Muhlack et al., 2018). Na producdo de suco de uva faz-se a extracdo da parte
liquida do mosto para a produgdo do suco, enquanto a parte prensada solida, o bagago, ¢
descartado para utilizacdo como adubo ou simplesmente disposto de maneira inadequada no
meio ambiente. No entanto, o bagago também pode ser utilizado como fonte de compostos
bioativos com alto potencial de valor agregado (Makris et al., 2007; Aliakbarian et al., 2012;
Beres et al., 2017).

Dentre os compostos fendlicos, as antocianinas sdo importantes pigmentos
hidrossoliveis com capacidade antioxidante, originarias do metabolismo secundario dos
vegetais presente no sistema vascular e em organelas celulares das plantas (Poser e Mentz,
2003; De Souza et al., 2015). Apesar de serem moléculas facilmente incorporadas em sistemas
aquosos devido as suas carateristicas catidnicas, quando extraidas podem ter sua estabilidade
facilmente afetada por diferentes fatores, tais como a exposicdo a luz e oxigénio, altas
temperaturas de armazenamento, ions metalicos, entre outros (Giusti ¢ Wrolstad, 2003; De
Souza et al., 2015). Paralelamente aos seus atributos de cor, as moléculas de antocianinas estao
sendo associadas a efeitos benéficos a saude principalmente pela sua capacidade antioxidante
associada ao compartilhamento de elétrons, que auxilia a preven¢dao de doencas ligadas ao
estresse oxidativo, e, ainda, podendo ser utilizado como corante alternativo aos sintéticos
(Giusti e Wrolstad, 2003; Barba et al., 2016; He et al., 2016).

O grande interesse nas caracteristicas antioxidantes das antocianinas gerou o aumento
da demanda, e sua comercializagcdo na sua forma purificada ou como extrato, faz com que os
métodos de separacdo a serem empregados devam ser mais reprodutiveis e cada vez em maior
escala para utilizagdo nas industrias de alimentos. A extragdo dos compostos bioativos faz com

que haja uma busca por métodos de extragdo mais eficientes e mais sustentaveis, para que os
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custos de producdo possam ser minimizados e, ainda, tendo um aproveitamento integral dos
residuos industriais a fim de transformar despesas com tratamento de residuos em produtos com
um maior valor agregado (Cai et al., 2016; He et al., 2016; Ongkowijoyo et al., 2018). Métodos
convencionais de extra¢do que usam solventes organicos podem expor as antocianinas € outros
compostos fendlicos a elevados tempos de exposi¢cdo a altas temperaturas, utilizando muitas
vezes imersdes sob agitacdo envolvendo refluxos térmicos que resultam na degradacdo por
oxidagdo e termolises. Para suprir a necessidade de reduzir o uso desses solventes, diminuindo
o impacto ambiental, aumentar o rendimento de extracdo e, ainda, diminuir o custo energético
com o menor tempo de exposi¢do a altas temperaturas ¢ recomendavel o uso de tecnologias
nao-convencionais tais como a extragao assistida por micro-ondas (EAM) e a extracdo assistida
por ultrassom (EAU), que estdo sendo utilizadas cada vez mais na separagao de compostos
fendlicos (Barba et al., 2016; Sharmila et al., 2016; Zekovic et al., 2017; Ongkowijoyo et al.,
2018).

As micro-ondas sdo ondas eletromagnéticas que penetram na matriz alimentar fazendo
com que as moléculas de dgua se polarizem e haja, a partir disso, uma movimentagao rotacional
dipolo-dipolo intensa que aumenta o atrito entre elas, consequentemente, ha uma elevacao da
energia cinética, gerando o aquecimento do alimento (Barba et al., 2016; Khan et al., 2018). No
caso da EAU, as ondas mecanicas sonoras se propagam pelo alimento e provocam a cavitagao,
onde ciclos de pressdo formam bolhas que oscilam com frequéncia ndo-linear, que ao atingirem
picos de compressdo e expansdo entram em colapso, produzindo a sonoporacdo onde héd o
rompimento da matriz celular (Barba et al., 2016; Chemat et al., 2017). O consequente aumento
da permeabilidade das membranas celulares contribui para o aumento da difusividade massica,
melhorando a penetragcdo do solvente extrator com efeito de sonocapilares, ou seja, forma-se
pequenas correntes onde ha fluidez do solvente (Pingret et al., 2013; Barba et al., 2016;
Sharmila et al., 2016).

A possibilidade de utilizar tecnologias de processamento que aliam a diminuicao de
uso de solventes organicos com exposi¢ao da matéria-prima por curtos periodos, faz com que
diferentes estudos de extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e por ultrassom (EAU)
observem bons rendimentos de polifendis e antocianinas, ¢ ainda, sucessivas extragdes por
micro-ondas e ultrassom e/ou combinadas podem ser alternativas na redug¢do do custo
energético pelo menor tempo de exposi¢do e com um incremento no rendimento dos extratos
(Liazid et al., 2011; He et al., 2016; Alvarez et al., 2017; Farzaneh e Carvalho, 2017; Fonteles
et al., 2017; Khan et al., 2018; Ongkowijoyo et al., 2018).
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O presente trabalho visa estudar a extragao aquosa acidificada dos compostos bioativos
provenientes do residuo do processamento do suco de uva com métodos de EAM ¢ EAU a fim
de priorizar a preservagao dos compostos termolabeis € minimizar o impacto ambiental, ndo

utilizando solventes orgénicos.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Matéria-prima

O bagago do suco de uva (BSU) foi cedido pela Fante Industria de Bebidas Ltda. da
regido da Serra Gaucha, Rio Grande do Sul, Brasil. A coleta das amostras proveio do bagago
de cultivares de uva na proporcao de 70 % Isabel, 15 % Bordd, 10 % Carmem e 5 % Niagara.
As amostras de BSU, cerca de 32 kg, foram coletadas em 2 lotes, resfriadas e transportadas em
caixas térmicas até o Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (ICTA/UFRGS), onde foram homogeneizadas (homogeneizador, Fabbe),
e acondicionadas em embalagens plésticas de polietileno de baixa densidade de 500 g,

congeladas e armazenadas a -18 °C para serem utilizadas posteriormente.

3.2.2 Caraterizacao do bagaco

Para caracterizagao do BSU determinou-se o teor de umidade (AOAC 984.25, 2012),
lipidios (AOAC 920.39, 2012), proteinas (AOAC 960.52, 2012), fibra (AOAC 991.43, 2012),
cinzas (AOAC 923.03, 2012) e carboidratos (AOAC 984.25, 2012). A atividade de agua
(AOAC 978.18, 2012) determinou-se por medida direta (Aqualab, 3TE-Decagon), o potencial
hidrogenidnico (Quimis, Q400M1) determinou-se pelo método oficial da AOAC 973.41
(2012). Realizou-se uma extracdo exaustiva do BSU conforme a metodologia de Sanchez-
Alonso et al. (2008) com algumas modificagdes (Rodrigues et al., 2013), que consistiram em
misturar 1 g de BSU com 10 g de solu¢do de metanol 80 % (v/v) acidificado com 1 % de HCI
em vortex (Quimis, Q920-A2) durante 10 min. A solugdo foi centrifugada (Sigma, 4K15)
3000xg durante 10 min, sendo o sobrenadante filtrado com papel de filtro Whatman n°1 e
reservado em baldo volumétrico de 50 mL, o retido foi submetido a mais quatro extragdes. Os
sobrenadantes tiveram o volume final ajustado com a mesma solu¢ao metanolica e o retido final

foi descartado.
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3.2.3 Extracao

O BSU previamente descongelado até temperatura de refrigeragdo (4 °C) foi misturado
com solucdo de agua destilada acidificada com 2 % (m/v) de acido citrico na proporg¢ao de 3:1
(m/m), usando agitador mecanico (Ika, RW20) com velocidade de 200 rpm por 10 min e em
seguida foi resfriado a 0 °C para imediata extragdo assistida por ultrassom e por micro-ondas.
Utilizou-se o fatorial 3% com trés repeti¢cdes para avaliagio dos fatores poténcia e tempo tanto
no ultrassom quanto no micro-ondas.

Para a extracdo assistida por ultrassom (EAU), foi usado um sonicador de ponteira
(Eco-Sonics, QR750), sendo avaliado o efeito da poténcia de amplitude das ondas a 250, 350 e
450 W, e com tempos de 5, 10 e 15 min. Na extracao assistida por micro-ondas (EAM) foi
utilizado um forno micro-ondas (Eletrolux, MEF41) sendo estudado o efeito da poténcia, com
trés niveis de 600, 800 e 1000 W, e tempos de 5, 7 ¢ 10 min. Para efeito de comparagdo realizou-
se um terceiro método de extragdo aquosa (EA) baseado em Kuck et al. (2017) que consistiu
em deixar a amostra em repouso durante 24 h ao abrigo de luz a temperatura ambiente.

Apoés as extracdes, as amostras foram imediatamente resfriadas a temperatura
ambiente (20 °C), centrifugadas com velocidade de 3000%g durante 10 min, filtradas a vacuo
com papel de filtro Whatman n°1 onde o filtrado foi armazenado a -20 °C e o retido descartado.
As variaveis-resposta para os extratos foram as analises de compostos fendlicos totais (CFT),
antocianinas monomeéricas totais (AMT), atividade antioxidante pelo método do ABTS e DPPH

e cor. Todos os procedimentos foram executados sob o abrigo da luz.

3.2.4 Compostos fendlicos totais

O teor dos compostos fenolicos totais (CFT) foi determinado utilizando o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteau com modificagdes (Singleton e Rossi, 1965) no
comprimento de onda a 765 nm. As leituras foram feitas em espectrofotometro UV-visivel
(Thermo Scientific, Genesys S10), com os resultados expressos em miligrama de equivalente

de acido galico (EAG) por grama de massa seca (ms).

3.2.5 Antocianinas monomeéricas totais

Para a andlise de antocianinas monoméricas totais (AMT), aliquotas dos extratos foram

adicionadas em solugdes tampao de cloreto de potassio e de acetato de sodio conforme



37

metodologia de Lee et al. (2005). As leituras foram realizadas em espectrofotometro UV-
visivel, a 520 nm e a 700 nm e os resultados calculados de acordo com a equacdo (1), e

expressos em miligrama de malvidina-3,5-diglicosideo por grama de massa seca (ms).

_ [(Abss20nm=Abs700nm)pH1,0~(AbSs20nm—AbS700nm) pHa,5]| XM X DF X100
AMT = o (1)

Onde:

M = massa molar de equivalente de malvidina-3,5-diglicosideo (724,5 g-mol™);
DF = fator de diluigao;

& = coeficiente molar de extin¢do (37000 L-mol!-cm™);

[ = caminho 6ptico da cubeta (1 cm).
3.2.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi avaliada por dois métodos espectrofotométricos. O
primeiro método (ABTS) conforme Re et al., (1999) utilizou-se radical ABTS (2,2’-azino-bis
(4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) formado pela mistura da solugdo estoque de ABTS™"
7 mM com a solu¢do de persulfato de potassio 140 mM a temperatura ambiente por 16 h. O
radical diluido com etanol, absorbancia de 0,700 + 0,050 em 734 nm, foi utilizado como
controle, e 2,8 mL deste foi misturado com uma aliquota de 30 puLL de amostra de extrato e apos
6 min de reagdo, foram lidos no mesmo comprimento de onda, usando como branco de etanol.
O segundo método, o de radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), foi realizado de acordo
com Brand-Williams et al. (1995). A solugdo de radical DPPH" 0,06 mM foi preparada com
metanol no mesmo dia de analise. Uma aliquota de 0,1 mL de amostra de extrato reagiu com
3,9 mL de solugdo de radical durante 1 h, apds esse periodo fez-se a leitura em comprimento
de onda de 515 nm. Para controle utilizou-se 0,1 mL de metanol com 3,9 mL de radical e um
branco com metanol. Para ambos os métodos de atividade antioxidante ABTS e DPPH
utilizaram-se espectrofotometro UV-visivel e os resultados foram expressos como micromol
(umol) de equivalente de Trolox, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico,

(ET) por grama de massa seca (ms).
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3.2.7 Analise colorimétrica

A medi¢do da cor foi realizada por um colorimetro (Minolta, CR400/410), com o
sistema tridimensional CIEL*a*b*. Os pardmetros Chroma (saturagdo da cor), angulo Hue
(tonalidade da cor) e a diferenca total de cor (AF) foram calculados das medidas das
coordenadas referentes a luminosidade (L*, onde a escala indicativa vai de 0 a 100, da cor preta
até a cor branca), a* e b* que indicam um eixo com valores entre -60 a +60, vao da coloragao
verde ao vermelho e do azul ao amarelo, respectivamente, de acordo com as equagdes (2), (3)

e (4) descritas por Palou et al. (1999) e Gordilho et al. (2015).

Chroma = (a*? + b*z)% (2)

Hue = tg™! (Z—) (3)

AE = \[(L," — L)% + (a,* — a*)? + (b, — b*)? 4)
Onde:

L* a* b* > coordenadas obtidas da amostra;

Lo* ao* bo* - coordenadas obtidas da amostra de referéncia, o bagaco;
3.2.8 Anadlise estatistica

Para andlise dos efeitos principais e de intera¢do, os resultados obtidos foram
submetidos a analises de variancia (ANOVA). O teste de Tukey foi usado para a comparagao
multipla de médias, com significancia de 5 %. Os célculos foram realizados através do software
estatistico SAS (Statistical Analysis System, versao 9.3).
3.3 Resultados e discussio

3.3.1 Bagaco

Durante a obteng¢ao industrial do suco de uva integral, as uvas sao separadas das raquis

€ passam por etapas de termo-maceracao e de tratamento enzimatico, transformando-a em uma
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unica massa, denominada de mosto, € ap6s passar por um esgotador dindmico seguido de uma
prensa descontinua separa-se a parte liquida, o suco, da parte so6lida, o bagago (Rizzon e
Meneguzzo, 2007; Teixeira et al., 2014; Barba et al., 2016). Na Tabela 1, se apresenta a
composicdo centesimal do bagaco do suco de uva (BSU). O baixo valor de umidade obtido de
3,81 g-100g™!, quando comparados aos frutos in natura, 5,37 g-100g! de umidade em base seca
para diferentes cultivares reportados por Dhekney (2016), se deve a separacdo da parte liquida
(suco) do bagaco, fazendo com que neste tenha uma maior concentragdo de matérias s6lidas. O
mesmo ocorre com o teor de carboidratos do BSU, pois os oligdmeros de carboidratos por serem
acucares redutores, altamente soluveis e faceis de serem extraidos por estarem presentes,
principalmente, de forma livre no citosol e em organelas celulares, como os vacuolos, sdo
facilmente extravasados pelo rompimento das células durante a macerac¢do das uvas (Barba et
al., 2016). Esse material também se caracteriza por possuir um alto contetido de lipidios e fibras,
devido principalmente a presenca dos engagos, das cascas e das sementes que foram juntamente
maceradas para extracdo do suco e formagao do bagaco. Com respeito ao teor de proteinas,
além do ja mencionado, também deve-se destacar a presenca de enzimas pectinoliticas que
foram propositalmente adicionadas durante o esmagamento das bagas. As enzimas sio
adicionadas em um tanque de retencdo onde possui fun¢do de aumentar o rendimento da
extracdo atuando nas fibras constituintes das paredes celulares para maior liberagcdo de agua,
acucares e compostos fendlicos que ajudardo na intensificagdo da cor e, ainda, para que haja

uma diminui¢do da viscosidade do mosto (Rizzon e Meneguzzo, 2007; Barba et al., 2016).

TABELA 1 Composi¢ao centesimal do bagaco do suco de uva (BSU).

BSU

Umidade 3,81 +0,2
Aw 0,978 + 0,003
pH 3,41 £0,02
Proteinas 31,1+£0,0
Lipidios 5,4+0,1
Fibras 129+0,4
Carboidratos 47,6 +£0,0
Cinzas 3,0+0,0

A unidade de medida ¢ grama de constituinte
por 100 gramas de BSU (g-100g!) em base
seca com excecdo da atividade de agua (aw) e

do pH que sdo adimensionais.
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3.3.2 Processo de extracao

As concentracdes de compostos fenolicos totais (CFT) obtidas nos diferentes
tratamentos de extracdo podem ser visualizadas na Figura 1. A ANOVA (Tabela S1 — Apéndice
A), indica que os fatores principais de poténcia e tempo de exposi¢do, assim como a interagao
poténcia-tempo foram estatisticamente significativos tanto para EAU quanto para EAM. A
Figura 1 mostra que os teores de CFT nas EAM para poténcia de 1000 W com os tempos de 5,
7 e 10 min foram significativamente maiores do que nos outros tratamentos, obtendo-se em 10
min a maior separagdo (p<0,05). Em relacdo aos tratamentos de EAU, a maior separacao foi
obtida a 450 W x 15 min. Todas as outras condi¢des de separacdo, inclusive a EA que teve

duragdo de 24 h, apresentaram rendimentos poucos satisfatorios.
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FIGURA 1 Compostos fenolicos totais (CFT) dos tratamentos com extragdo assistida por

ultrassom (EAU), com extragdo assistida por micro-ondas (EAM) e com extragdo aquosa (EA).

Diferentes letras indicam diferencas significativas (p < 0,05).
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Liazid et al. (2011) no estudo conduzido por EAM para extracdo de compostos
fenolicos de cascas de uva, observaram que nas condigdes 6timas de separagao de 500 W, a 100
°C em metanol 40 % (v/v), o tempo empregado foi de 5 min, bem menor do que as 5 h
empregado na extragdo convencional com metanol:4cido formico (95:5) sob o abrigo de luz e
sob refrigeragdo (7 °C). A acdo das ondas eletromagnéticas das micro-ondas na matriz
alimenticia do BSU tem maior efetividade na transformagao energética, fazendo com que um
tempo menor de residéncia do solvente seja suficiente para que junto com a elevacao das
temperaturas aumentem os coeficientes cinéticos de difusdo e reduzam a resisténcia a
transferéncia de massa, para que haja maior difusdo do solvente através do alimento (Liazid et
al., 2011).

Para cada poténcia, seja de ultrassom ou de micro-ondas, observa-se que com o tempo
de exposi¢do o rendimento de extragdo de compostos fenolicos aumenta. Goula et al. (2016)
durante a EAU de compostos fendlicos do bagaco de uva usando um sonicador com poténcia
de 130 W, tempos de 4 a 60 min, com diferentes concentragdes de etanol e metanol e diferentes
propor¢des entre solvente-bagaco, observaram que os rendimentos de compostos fendlicos nas
extragcdes aumentaram com o tempo, sendo o tempo de 10 min o mais eficiente. O mesmo
estudo constatou que as ondas de ultrassom agem nos primeiros momentos de extracdo, onde
os efeitos cavitacionais no solvente préximo aos materiais vegetais fazem com que microcanais
sejam formados em direcdo da matriz do alimento, resultando numa maior penetragao do
solvente, porém, com o passar do tempo, ha uma maior acdo das ondas no rompimento das
estruturas celulares fazendo com que haja o extravasamento de constituintes extraidos que
podem afetar a capacidade de transferéncia de massa e, ainda, dessa forma diminuir a
permeabilidade do solvente nas estruturas celulares.

Zekovié et al. (2017) reportaram para a separacdo de compostos fenolicos na Salvia
officinalis L., com solvente de etanol 60 %, condigdes 6timas de extragdo de 80 min, poténcia
de 42,54 W-L'! e temperatura de 75,4 °C para EAU; e de 18,7 min por 600 W para EAM. No
mesmo estudo constataram rendimentos significativamente maiores de compostos fendlicos
totais e flavonoides totais tanto para EAU quanto para EAM em relagdo a uma extracao
convencional sélido-liquido com solventes organicos durante 24 h sob agitacao.

As elevagdes das temperaturas observadas nas separagdes por EAM e EAU, estdo em
relacdo direta com o aumento de poténcia e tempo empregados, e em ambos os casos a elevacao
da temperatura tende a aumentar os coeficientes de difusdo de solvente através da matriz
celular, aumentando o rendimento (Khan et al., 2018). Esse aumento da temperatura, no caso

do ultrassom, deve-se ao efeito de cavitacdo no sistema liquido-s6lido ocasionada pelo colapso
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das bolhas formadas, e no caso das micro-ondas, a energia liberada pela rotacdo dipolar da dgua
e o atrito entre as moléculas do meio (Barba et al., 2016; Chemat et al., 2017). Nos nossos
experimentos, os gradientes de temperatura (diferenca das temperaturas final e inicial) nos
diversos tratamentos estiveram na faixa de 35,6+3,0 °C até 88,1+1,8 °C no EAU, sendo maiores
para poténcias e tempos mais elevados. No caso de EAM os gradientes de temperaturas foram
de 35,0+1,8 °C até 93,5+4,9 °C. Assim, o uso de EAU e EAM sao capazes de acelerar a
solubilizacdo de analitos aumentando o rendimento provocado pelo aumento de temperatura,
em menores tempos de extracdo quando comparado a extragdes convencionais (Hayat et al.,

2010; Dias et al., 2015; Khan et al., 2018).
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FIGURA 2 Antocianinas monoméricas totais (AMT) dos tratamentos com extragdo assistida
por ultrassom (EAU), com extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e com extracdo aquosa

(EA). Diferentes letras indicam diferengas significativas (p < 0,05).

Na Figura 2, pode-se observar os teores de antocianinas monomeéricas totais (AMT)
obtidas nas diferentes condi¢des de separacdo. As maiores extracdes foram obtidas por EAM
para poténcias de 800 e 1000 W por 7 min (p<0,05), e quando houve o aumento do tempo para

10 min os teores diminuiram significativamente. Avaliando-se a ANOVA (Tabela S2 —
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Apéndice A), mostra que a poténcia, o tempo e a interagdo poténcia-tempo impactam
significativamente nos resultados obtidos para AMT nas extragdes com micro-ondas.
Benmeziane et al. (2016) observaram que com o aumento do tempo de exposi¢do e as altas
temperaturas produzidas, alguns compostos fenolicos que possuem interacdes moleculares
fracas junto a glicosidios, incluindo monomeros de antocianinas, diminuiram
significativamente suas concentragdes. Lee et al. (2005) mencionam que devido ao tempo de
exposicao e ao aquecimento das extracdoes pode haver degradagdo de compostos fenolicos,
dentre eles, as antocianinas, podendo ocorrer, ainda, reacdes entre os proprios compostos entre
si, reacdes Oxi-redox e hidrolises que podem mudar a natureza dos compostos, ou reagdes de
polimerizacao formando compostos fenolicos com maior ou menor atividade antioxidante.
Sendo que os novos compostos formados podem nao ser quantificados pelo método analitico
que ¢ especifico para mondmeros antocianicos presentes nas amostras.

A ANOVA (Tabela S2 — Apéndice A) indicou que no ultrassom, a poténcia ndo foi
significativa, possivelmente devido ao fato de que as poténcias dos ultrassons utilizados nao
foram suficientemente eficazes para o rompimento da matriz celular do alimento quando
avaliadas isoladamente. Da mesma forma, a interagdo poténcia-tempo também ndo foi
significativa, sendo somente o tempo de exposicao significativo no teor de AMT. Com isso as
melhores EAU obtidas foram com as poténcias de 350 e 450 W no maior tempo aplicado de 15
min, mostrando que com maiores tempos obtém-se maiores rendimentos de AMT. Em ambos
métodos, EAU e EAM, para tempos menores do que 7 min foram obtidos os piores rendimentos.

Quanto a atividade antioxidante pelos métodos do ABTS e do DPPH, o ANOVA das
Tabelas S3 e S4 — Apéndice A, respectivamente, indicam que os fatores poténcia, tempo, € sua
interacao foram estatisticamente significativos (p<0,05) tanto para os métodos de separacao por
ultrassom quanto com micro-ondas.

Na Figura 3 (A), se observa que para ABTS, a EAM para a condi¢do de 1000 W e 10
min, foi significativamente maior em comparagdo com os outros tratamentos. A atividade
antioxidante dos extratos esta diretamente relacionada ao comportamento do teor de compostos
fenolicos presentes nas amostras, pois o conjunto dos antioxidantes ¢ formado por diferentes
compostos, tendo em vista que os antioxidantes neutralizam as espécies radicalares doando um

de seus proprios elétrons para torna-las moléculas estaveis (Kaur e Kapoor, 2001).
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FIGURA 3 Atividade antioxidante pelo método do ABTS (A) e pelo método do DPPH (B) dos tratamentos com extragdo assistida por ultrassom

(EAU) e com extracao assistida por micro-ondas (EAM) e com extragcdo aquosa (EA).

Diferentes letras indicam diferencas significativas (p<0,05).



45

Na atividade antioxidante por DPPH, Figura 3 (B), da mesma forma, o tratamento de
extragdo a 1000 W x 10 min por EAM foi significativamente maior em relacdo aos outros
tratamentos. Os tratamentos por ultrassom (450 W X 15 min) e por micro-ondas de 800 Wx 10
min e 1000 W x 7 min, também se destacaram significativamente dos demais, e quando
comparado a EA obtiveram rendimentos de no minimo 40 % maiores. As tecnologias de
extragdo por ultrassom e micro-ondas trazem um incremento no rendimento de compostos
bioativos em menores tempos de residéncia do solvente extrator em relagdo a processos
convencionais, sendo que a a¢do das ondas sonoras e de micro-ondas podem gerar radicais
livres hidroxil, peroxil, entre outros precursores de reacdes em cadeia ligadas ao estresse
oxidativo, provenientes dos momentos onde ha o rompimento de estruturas poliméricas das
matrizes do alimento (Pingret et al., 2013; Dias et al., 2015; Baljeet et al., 2016).

Os parametros de cor dos extratos obtidos estdo apresentados na Tabela 2, onde pode-
se observar que o parametro da luminosidade (L* onde a escala indica vai de 0 a 100, da cor
preta a cor branca) para EAM, com os menores tempos se obtiveram amostras mais escuras,
enquanto que para EAU, as amostras mais escuras foram obtidas com o maior tempo de
exposicdo. Para os parametros de cor a* e b*, que indicam um eixo com valores entre -60 a
+60, vao da coloracdo verde ao vermelho e do azul ao amarelo, respectivamente, todos os
tratamentos apresentaram valores positivos indicando o espectro do amarelo ao do vermelho.

O angulo Hue indica o matiz ou tonalidade, sendo que todos os tratamentos
apresentaram valores no primeiro quadrante e no primeiro quarto (0° a 22,5°) indicando o tom
avermelhado dos extratos. A saturag¢do da cor ¢ dada pelo pardmetro Chroma e os tratamentos,
de forma geral, com EAM obtiveram cores significativamente mais saturadas (40,4 a 53,0) do
que os tratamentos de EAU (35,9 a 42,7) e EA (38,6).

Devido as caracteristicas inerentes dos diversos cultivares de uva presentes no BSU,
indicam a influéncia genética no perfil das antocianinas presente nos extratos e
consequentemente na sua coloragdo. Segundo Gordillo et al. (2018) no seu estudo da
estabilidade da coloragdo das antocianinas de diferentes cultivares de uva, as altas proporc¢oes
de co-pigmentos resentes nos extratos refletem nos efeitos da saturacdo da coloracdo das
antocianinas, e a tonalidade, com angulos no primeiro quarto do primeiro quadrante, indicando
cores mais puramente vermelhas atribuidas as diferentes propor¢des de monoglicosidios e
antocianinas aciladas presentes. Nesse estudo, o BSU usado ¢ constituido de diferentes
propor¢des de uva dos cultivares Isabel, Bordo, Carmem e Niagara. Ainda, a respeito dos
efeitos da coloragdo dos extratos, o modo como as antocianinas sdo extraidas indicam que as

alteracdes celulares promovidas pela aplicagdo dos ultrassons ou pelas micro-ondas
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favoreceram a liberacdo desses compostos. Porém podem influenciar na capacidade desses
compostos de reagirem, sendo modificados entre si e/ou com outros compostos que podem estar
presentes, fazendo com que o meio seja favoravel a glicosilagdo, acilagdo ou mesmo a reagoes
de polimerizacao e/ou hidrélises, que podem influenciar no perfil de antocianinas ou de outros
compostos fenolicos e, consequentemente na atividade antioxidante dessas moléculas (Gordillo

et al., 2015; Kuck et al., 2017; Gordillo et al., 2018).

TABELA 2 Pardmetros colorimétricos (L*, a*, b*, Hue, Chroma) dos extratos obtidos a partir

do bagaco do suco de uva (BSU).

Tratamentos L* a* b* Hue (°) Chroma
BSU 28,9+1,0 13,9+0,2 1,5+0,3 6,1+1,2 14,0602
EA 57,4+0,5°¢ 41,1204 6,1£0,3>  8,6+0,1" 38,6+0,7"
EAU (250W-5min) 60,941,0®  36,6+1,68  4,6+0,4" 724031 36,9+1,6
EAU (250W-10min) 58,6+1,3% 39441 9hk  57+07¢h 8 240,7M 39,8+2,0h
EAU (250W-15min) 55,8+1,8¢dc  413+],8%h  75+12f  102+],1°%  42,042,0 %"
EAU (350W-5min) 61,140,12 36,5+0,1! 4,5£0,0"  7,0+0,0° 36,8+0,11
EAU (350W-10min) 58,3+0,6° 39,513 59+0,4¢  8,5+03h 39,9+1,4h
EAU (350W-15min) 55,041,69%  41,8+1,8%h  78+11¢F  10,5£1,0¢%  42,5+2,0°¢fh
EAU (450W-5min) 61,5+0,5° 35,7+0,7! 43+£0,3"  6,8+031 35,9+0,71
EAU (450W-10min) 56,0+0,14 41,5+0,5¢ 7,3+0,0° 10,0+0,1 ¢ 42.2+0,5¢h
EAU (450W-15min) 53,2402 41,7+0,3¢ 9,1+0,2%  12,3+0,3¢ 42,7+0,3¢
EAM (600W-5min) 52,140,9f 48,1+1,3%  12,5+1,1%  14,5+0,8%  49,7+],5%
EAM (600W-7min) 57,040,6¢9F  42,0+0,3¢df 7540, 4¢def [ 34] 7l 4D 74() 4 cdef
EAM (600W-10min) 60,4+1,0®  39,9+0,6  7.6+1,1¢  8,6+0,5"% 40,4+0,7"
EAM (800W-5min) 50,6£1,42"  492+0,6° 13,8+1,4%  157+1,3%®  51,1+1,0°
EAM (800W-7min) 54,6+0,2° 43.4+08"  7,7+0,2° 10,1+0,0¢ 44,0+0,8
EAM (800W-10min) 54,9+0,1°¢ 44,3+0,1 ¢ 8,240,2F 10,5£0,2F 45,1+0,1 %
EAM (1000W-5min) ~ 47,5+1,8" 50,2+0,1°¢ 16,7+1,7*  18,3+1,7° 53,0+0,7°
EAM (1000W-7min) 51,8+0,0¢ 46,0+1,1<¢  9,7+0,4¢ 12,0+0,2 ¢ 47,0+1,24
EAM (1000W-10min) ~ 52,740.8%  452+0.8%  9,5+0,8%  11,9+0,7% 46,240,949

BSU refere-se ao bagago do suco de uva; EA refere-se a extragdo aquosa com temperatura ambiente

(20 °C) durante 24 h; EAU refere-se as extragdes assistidas por ultrassom; EAM refere-se as

extracdes assistidas por micro-ondas; diferentes letras na mesma coluna indicam diferencgas

significativas (p < 0,05).

A diferenga total de cor, Figura 4, foi baseada na diferenga em relagdo aos parametros
de cor estabelecidos pelo BSU (Tabela 2). Os tratamentos por EAM por 5 min nas trés poténcias

de micro-ondas (600, 800 e 1000 W) estabeleceram-se com as maiores diferencas de cor. O
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tratamento com menor diferenga de cor foi com ultrassom a 450 W ¢ 15 min. Todos os
tratamentos apresentaram diferencas de cor entre 37,7 e 43,6, compativeis com os valores
observados por Gordilho et al. (2015), de 36,2 a 60,7 para solu¢des de antocianinas (Gordillo
et al., 2018).

50
I -1h
EEEd 5 min
=1 7 min
10 min
F=1 15 min
45
3 a
A
b
. | bc
=
= W et ' .fEf g ef
35
EA I50W 600 W 1000 W
EALT EAU EAU EAMN EAM
Poténcia [W]

FIGURA 4 Diferenca total de cor (AE) dos tratamentos com extragdo assistida por ultrassom

(EAU), com extracdo assistida por micro-ondas (EAM) e com extracdo aquosa (EA) com

valores de referéncia do bagago de suco de uva (BSU).

Diferentes letras indicam diferencgas significativas (p< 0,05).

A melhor condicao de extragdo foi obtida por EAM com poténcia de 1000 W e tempo
de 10 min, com teores de CFT, AMT, atividade antioxidante por ABTS e DPPH de 6,68+0,05
mgeAG-g 'ms, 1,3240,03 mgmalvidina-3.5-diglicosideo g 'ms, 23,84+0,57 umoler-g'ms € 33,27+2,00

umoler-g 'ms, respectivamente. Quando comparado aos resultados obtidos para exaustiva do
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BSU, 32,58+0,93 mgeac- g'lms, 2,93+0,15 mgmalvidina-3,5-diglicosideo* g"ms, 100,91+0,01 pmolgr- g'lms
e 92,20+0,57 pmoler-g 'ms, para CFT, AMT, ABTS e DPPH, respectivamente, demonstra que
a recupera¢dao de antocianinas extraidas na EAM foi cerca de 45 % do total obtido com a
extragdo exaustiva no BSU, e recuperacdes de cercade 21, 24 e 36 % para CFT, ABTS e DPPH,
respectivamente. Comparando os tempos utilizados de 1 h 40 min para extracdo exaustiva do
BSU, com um tempo 10 vezes menor para EAM (10 min), e a ndo utilizagdo de solvente
organico fazem com que se torne vantajosa esta tltima, entretanto os rendimentos foram muito
baixos, atingindo quase 50 % em relacdo a quantidade de antocianinas e de cerca de um quinto
de CFT. Por esta razdo, mais estudos avaliando poténcia e tempo se fazem necessarios com o
intuito de melhorar os rendimentos. Quando comparado com a EA, o tempo empregado foi de
24 h, com recuperagdes de antocianinas, CFT, ABTS e DPPH de aproximadamente 40, 10, 14
e 17 %, respectivamente.

A répida a¢do das micro-ondas em promover a penetracao do solvente dentro da matriz
alimentar pela movimentacdo molecular da rota¢ao dipolo e da condugdo idnica torna a EAM
adequada para extragdo de compostos ativos polares, tais como os compostos fenodlicos,
incluindo as antocianinas (Dranca e Oroian, 2016; Caldas et al., 2018). De outro lado, os
processos convencionais de extragdo de solido-liquido em matrizes alimentares, normalmente
utilizam grandes quantidades de solventes orgéanicos para o esgotamento da matéria-prima

durante longos periodos e, assim, obtém um alto rendimento de compostos bioativos.

3.4 Conclusao

Os resultados indicaram que o bagaco do suco de uva ¢ uma fonte de compostos
fenolicos, podendo tornar esse residuo um subproduto com alto valor. Os resultados das
extracdes por ultrassom e por micro-ondas, usando adgua acidificada como solvente, indicaram
a melhor condig¢do correspondeu ao tratamento de EAM com 1000 W de poténcia e tempo de
exposicdo de 10 min, com teores de 6,68+0,05 mgeac-g 'ms, 1,32+0,03 mgmalvidina-3,5-diglicosideo’g”
Ums, 23,8420,57 pumoler-g'ms € 33,27+2,00 pmoler-g'ms, para CFT, AMT, ABTS e DPPH,
respectivamente. Entretanto, a recuperagdo obtida nesta condicdo (EAM, 1000W por 10min),
quando comparada a extracdo exaustiva com solu¢do de metanol 80 % (v/v) acidificado com 1

% de HCI, foi de 45 % para antocianinas.
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4 Artigo 02 — Encapsulamento de compostos bioativos provenientes do residuo do

processamento do suco de uva com extraciio assistida por micro-ondas

Cassiano Brown da Rocha', Caciano Pelayo Zapata Norefia'

! Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
(ICTA/UFRGS), Avenida Bento Gongalves, 9500, Prédio 43212, Campus do Vale, CEP 91501-970,
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.

RESUMO

O extrato do bagac¢o do suco de uva obtido por extragdo assistida por micro-ondas (1000 W x
10 min), foram encapsulados por atomizacdo e liofilizacdo utilizando-se dispersdes com
misturas de proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica e pectina como materiais de
parede. Os pds obtidos por atomizacao e liofilizagdo contendo misturas de WPI e goma arabica
apresentaram as maiores retengdes de compostos fendlicos (2,66 € 2,42 mgeac-g 'ms),
antocianinas monoméricas totais (0,346 e 0,353 mgmalvidina-3,5-diglicosideog 'ms), atividade
antioxidante por ABTS (8,23 € 8,32 umoler-g'ms) € DPPH (12,64 € 10,92 pmoler-g ' ms).
Entretanto, os testes acelerados de armazenamento conduzidos indicaram que os pds contendo
pectina foram os mais estaveis com valores de 76 e 73 % de retengdo de antocianinas para o po
atomizado e liofilizado, respectivamente, nas condi¢des de 35 °C e 75 % aos 28 dias de
estocagem. Na simulac¢do digestiva in vitro os pos contendo WPI ¢ goma arabica tiveram as

maiores liberagdes de antocianinas na fase intestinal.

Palavras-chave: bagaco de uva, antocianinas, microencapsulamento, simulagdo digestiva in

vitro, estabilidade.



53

4.1 Introducao

A uva (Vitis vinifera L.) ¢ uma das culturas de frutas mais cultivadas no mundo, que
sdo consumidas in natura e, principalmente, utilizadas na producdo de bebidas (Barba et al.,
2016). A cada ano o consumo de derivados da uva vem crescendo, muitas vezes por estar
associado as suas propriedades funcionais, visto que possuem grande quantidade de compostos
bioativos com alto teor de antioxidantes (Teixeira et al., 2014). Com o alto consumo, a grande
quantidade de residuos gerados no processamento de uva proporcionalmente aumenta,
perfazendo cerca de um quinto do peso de uvas processadas, composto principalmente pela
casca e sementes (De Souza et al., 2015; Muhlack et al., 2018).

Os residuos do processamento da uva, que sao constituidos principalmente pela casca
e semente, também sdo fontes de compostos bioativos que auxiliam na prevencao de doencas
ligadas ao estresse oxidativo, resultando em beneficios a satide, como retardar o envelhecimento
precoce e o aparecimento de algumas doengas cronicas, inflamatorias e neoplasias malignas
(Acosta-Estrada et al., 2014; Beres et al., 2017). As antocianinas, que sao um subgrupo dos
compostos fenodlicos, sdo a classe de flavonoides mais importante dentre os pigmentos presentes
na vascularizacdo das plantas e diretamente ligada a coloragdo intensa roxo-avermelhada
caracteristicas das uvas (Yamashita et al., 2000; De Souza et al., 2015). Durante o
processamento ¢ armazenamento de alimentos, a estabilidade das moléculas de antocianinas
pode ser facilmente afetada por diferentes fatores, tais como a exposicao a luz e oxigénio, altas
temperaturas, ions metalicos, mudanga de pH, entre outros (Giusti ¢ Wrolstad, 2003). Nesse
contexto a extragdo assistida por micro-ondas (EAM) torna-se uma alternativa para reduzir o
tempo de exposi¢cdo a altas temperaturas diminuindo o custo energético € a0 mesmo tempo
diminuindo a degradagdo dos compostos de interesse (Barba et al., 2016; Zekovi¢ et al., 2017;
Ongkowijoyo et al., 2018). Entretanto, apds separacdo, se faz necessario o isolamento dos
compostos bioativos por métodos, tais como o microencapsulamento, com o intuito de
incrementar a estabilidade destes compostos pelo seu recobrimento ou revestimento com
materiais de parede (Giusti e Wrolstad, 2003; He et al., 2016).

Existem diversos tipos de materiais de parede aplicaveis a microencapsulagdo, que
para serem aplicados em alimentos, deve-se levar em consideracdo as propriedades fisicas e
quimicas do encapsulado, da aplicagdo pretendida, do método utilizado para formar as
particulas e o sistema de liberagao (Schaffazick et al., 2003; De Souza et al., 2015). As proteinas
isoladas do soro de leite (WPI) podem ser utilizadas como material de parede auxiliando a

estabilizacdo estrutural das microparticulas devido a sua estrutura globular, e sua caracteristica
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cationica em pH acido, que facilita as ligacdes com polissacarideos com caracteristicas
anidnicas, tais como, a goma arabica (GA) e a pectina (Pec), formando assim um material de
parede com complexas ligacdes proteina-polissacarideo favorecendo o microencapsulamento
(Gharsallaoui et al., 2007; Eratte et al., 2014; Chung et al., 2015). Além das propriedades
inerentes ao sistema das microparticulas, as WPI contemplam propriedades benéficas a satde
humana por possuirem fragdes peptidicas que podem atuar como antioxidantes de espécies
reativas de oxigénio, eliminagao de radicais livres, inibi¢do da peroxidacao lipidica, quelagao
de ions metalicos ou uma combinagcdo desses mecanismos, ou ainda, como fonte de
aminodcidos essenciais que estimulam a sintese proteica no metabolismo humano (Flores et al.,
2014b; Brandelli et al., 2015). Na industria de alimentos o método mais comumente utilizado,
principalmente pelo baixo custo de producgdo, a boa retencdo de compostos volateis, a boa
estabilidade dos encapsulados e a producao em larga escala em modo continuo, ¢ a atomizagao
(Shishir e Chen, 2017). O método consiste em aspergir a dispersdo na forma de goticulas ao
mesmo tempo que hd uma circulagdo forgada de ar quente para que a dispersdo seja desidratada
quase que instantaneamente (Vos et al., 2010; Shishir e Chen, 2017). Outro método utilizado
para o microencapsulamento ¢ a liofiliza¢do que ¢ normalmente utilizado para conservagao de
alimentos que possuem constituintes sensiveis ao calor, gerando produtos de melhor qualidade
devido a utilizagdo de baixas temperaturas durante o processo de secagem (Ramirez et al.,
2015).

Portanto, o presente estudo teve como objetivo desenvolver pds microencapsulados
pelos métodos de atomizagdo e liofilizagdo a partir do extrato do bagago do suco de uva obtido
pelo método de extragdo assistida por micro-ondas. Os materiais de parede usados foram a

proteina isolada do soro de leite (WPI), a goma ardbica (GA) e a pectina (Pec).

4.2 Materiais e métodos

4.2.1 Materiais

O bagago do suco de uva (BSU) foi proveniente de diversos cultivares de uvas
utilizadas na obten¢ao de suco, na propor¢ao de 70 % Isabel, 15 % Bordd, 10 % Carmem e 5
% Nidgara, o qual foi cedido pela Fante Industria de Bebidas Ltda. da regido da Serra Gaucha,
Rio Grande do Sul, Brasil. Foram coletados 2 lotes de 16 kg, que apds homogeneizados
(homogeneizador, Fabbe), e acondicionados em embalagens plasticas de polietileno de baixa

densidade, foram congelados e armazenados a -18 °C para serem utilizados posteriormente. Os
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materiais de parede para o encapsulamento utilizados foram a proteina isolada do soro de leite,
WPI, (Alibra Ingredientes Ltda, Brasil); a goma ardbica, GA, (Instantgum BA, Nexira Brasil
Com. Ltda.); e a pectina, Pec, (MasterSense Ing. Alim. Ltda., Brasil). Reagentes quimicos de

grau analitico foram utilizados para demais anélises.

4.2.2 Extragao assistida por micro-ondas

Uma solucdo de agua destilada acidificada com 2 % (m/v) de &cido citrico foi
misturada com o BSU (previamente descongelado a 4 °C) na propor¢do de 3:1 (m/m) em um
agitador mecanico (Ika, RW20) com velocidade de 200 rpm por 10 min. A seguir a solugdo foi
resfriada a 0 °C para imediata extragdao assistida por micro-ondas. A extracdo assistida por
micro-ondas (EAM) foi realizada a 1000 W de poténcia durante 10 min (valores obtidos a partir
de provas preliminares) em um forno micro-ondas (Electrolux, MEF41). Ap6s a EAM, o extrato
foi imediatamente resfriado a temperatura ambiente (20 °C), foi separado com velocidade de
3000x%g durante 10 min em uma centrifuga (Sigma, 4K 15), ¢ o sobrenadante filtrado a vacuo
com papel de filtro Whatman n°l. O filtrado foi armazenado a -20 °C para o posterior
encapsulamento e o retido descartado. Parte do extrato foi separado para as andlises de
compostos fendlicos totais (CFT), antocianinas monoméricas totais (AMT), atividade
antioxidante pelo método do ABTS e DPPH e cor. Todos os procedimentos foram executados

sob o abrigo da luz.

4.2.3 Preparagdo dos pos microencapsulados

Os materiais de parede foram pesados nas seguintes propor¢oes: WPI-GA, 3:1 (m/m);
WPI-GA-Pec, 3:1:1 (m/m/m). Para a preparacdo da dispersio WPI-GA, foi dissolvida
previamente WPI no extrato (3:25, m/m) com auxilio de um agitador mecanico (Ika, RW20) a
300 rpm por 15 min, e a seguir adicionou-se a GA (1:3:25, m/m/m) com agitagdo a 300 rpm
por 15 min. Depois, a dispersdo foi deixada em repouso durante 20 min em um banho de
rotaevaporador (Heidolph, Labrota 4000) a 40 °C para favorecer a ligacdo proteina-
polissacarideo em um pH em torno de 3,75 medido por um peagdmetro (Quimis, Q400M1).
ApoOs o repouso, houve um arrefecimento em temperatura ambiente. A seguir foi adicionado
150 g de solugdo aquosa acidificada com 2 % (m/v) de acido citrico (1:3:25:25, m/m/m/m).
Para a preparacgao da dispersdo contendo pectinas, a preparacdo foi realizada da mesma forma

j& descrita, porém a pectina foi previamente adicionada e misturada na solugdo aquosa
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acidificada (1:25, m/m) com auxilio de um ultra-turrax (Ika, T25), a 11000 rpm durante 6 min
a uma temperatura em torno de 70 °C. Essas duas dispersdes foram secas por atomizacao e
liofilizagdo. Para secagem por atomizagao utilizou-se um atomizador (Labmaq, MSDI 1.0) com
duplo fluido, com sistema de alimentag¢do concorrente em um bico de 1,0 mm de didmetro. A
alimentagdo com uma taxa de fluxo volumétrico de alimentacdo liquida de 0,6 L-h™! e vazio de
ar de secagem de 40,5 L-h!' a 160 °C. Na liofilizagdo, as dispersdes foram previamente
congeladas a — 68 °C por 24 h em um ultrafreezer (Liotop, UFR30), e depois as amostras foram
submetidas a secagem em um liofilizador (Liobras, Liotop L101) a -57 °C com pressdao em
torno de 90 umHg durante 72 h. Apds liofilizadas, as amostras foram moidas utilizando-se um
almofariz e pistilo de porcelana.

Os poOs obtidos foram imediatamente guardados em embalagens plasticas de
polietileno recobertas com papel aluminio e armazenadas em dessecadores contendo silica a
temperatura ambiente até o0 momento das andlises. Os tratamentos foram obtidos em duplicata.
Desta forma foram obtidos quatro tratamentos: TA1 — atomizado, WPI-GA na proporg¢do 3:1;
TA2 — atomizado, WPI-GA-Pec na propor¢ado 3:1:1; TL1 — liofilizado, WPI-GA na proporgao
3:1; TL2 — liofilizado, WPI-GA-Pec na proporgao 3:1:1.

4.2.4 Analises quimicas

Previamente as andlises, as amostras em pd foram dissolvidas e rompidas para a
liberagdo dos componentes encapsulados, seguindo a metodologia de Robert et al. (2010), que
consiste em pesar 1 g de p6 e mistura-lo com 10 g da solug@o de acetonitrila e de metanol:acido
acético:agua (50:8:42, v/v/v) na propor¢ao 1:1. Agitou-se a dispersdao em vortex (Quimis,
Q920A2) durante 5 min, e em seguida foi centrifugado (Sigma, 4K15) por 10 min a 3000xg. O
sobrenadante foi separado com papel de filtro Whatman n°1 onde o filtrado foi reservado para
posterior analise e no retido repetiu-se o procedimento acima mais uma vez.

Os compostos fenolicos totais (CFT) determinou-se utilizando o método colorimétrico
de Folin-Ciocalteau (Singleton e Rossi, 1965). As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Thermo Scientific, Genesys S10), a 765 nm e os resultados expressos em
miligrama de equivalente de 4cido galico (EAG) por grama de massa seca (ms).

As antocianinas monoméricas totais (AMT) foram determinadas conforme
metodologia de pH diferencial baseado em Lee et al. (2005). As leituras em espectrofotometro

foram realizadas a 520 nm e a 700 nm. Os teores foram expressos em miligrama de malvidina-
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3,5-diglicosideo por grama de massa seca (ms), com massa molar de equivalente e coeficiente
molar de extin¢do de 724,5 g-mol™! e 37000 L-mol!-cm!, respectivamente.

A atividade antioxidante total foi medida pelos métodos do radical ABTS, 2,2’-azino-
bis (4cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), (Re et al., 1999) e DPPH, 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil, (Brand-Williams et al., 1995) em comprimentos de onda de 734 e 515 nm,
respectivamente. Os resultados foram expressos como micromol (umol) equivalente de Trolox

(ET), 4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico, por grama de massa seca (ms).

4.2.5 Caraterizagao das microparticulas

4.2.5.1 Umidade e atividade de agua (aw)

O teor de umidade dos po6s microencapsulados foram determinados pelo método
gravimétrico em estufa a 105 °C até atingir peso constante (AOAC 984.25, 2012). A aw foi
mensurada por medida direta (Aqualab, 3TE-Decagon) a uma temperatura de 25 °C (AOAC
978.18, 2012).

4.2.5.2 Solubilidade

A solubilidade das microparticulas foi determinada de acordo com o método de
Eastman e Moore (1984), com algumas modificagdes, onde misturou-se 100 mL de agua
destilada com 1 g de amostra de p6 em um Ultra-Turrax (IKA, T25), com velocidade de 6500
rpm durante 5 min. Apds centrifugar a solugdo a 3000xg durante 5 min, uma aliquota de 25 mL
do sobrenadante foi transferida para capsulas previamente taradas, onde foram colocadas para
secagem a 105 °C durante 5 h. A solubilidade foi obtida pela diferenca de peso (%) da massa

inicial e final seca (Cano-Chauca et al., 2005).

4.2.5.3 Higroscopicidade

Determinou-se a higroscopicidade dos pds microencapsulados de acordo com o
método proposto por Cai e Corke (2000), com algumas modifica¢des. Pesou-se 1 g das amostras
em um béquer de 10 mL onde foram colocados em um recipiente hermético com solugao
saturada de NaCl (75 % de umidade relativa) e incubadas a 25 °C em uma camara (Ethik

Technology, 411/FDP). Ap6s uma semana de incubacao, as amostras foram pesadas até atingir
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o equilibrio. O resultado de higroscopicidade foi expresso como porcentagem (%) (Tonon et

al., 2009).
4.2.5.4 Rendimento de encapsulamento (RE)

O rendimento de encapsulamento (Pasrija et al., 2015) foi determinado pelo quociente
do teor de compostos fenolicos totais obtidos nos pds microencapsulados (FP) com o do extrato

(FE), calculado de acordo com a equagao (5).

FP
RE (%) = =5 X 100 (5)
4.2.5.5 Analise colorimétrica

A cor foi determinada por um colorimetro (Minolta, CR400/410), com o sistema
tridimensional CIEL*a*b*. Os pardmetros Chroma (saturac¢ao da cor), angulo Hue (tonalidade
da cor) e a diferenca total de cor (AE) em relagdo ao extrato, foram calculados através das
medidas das coordenadas referentes a luminosidade (L*, da cor preta até a cor branca com uma
escala indicativa de 0 a 100), a* e b* que indicam a coloragdo verde ao vermelho e azul ao

amarelo, respectivamente, com um eixo de valores entre -60 a +60, descritas por Palou et al.

(1999) e Gordilho et al. (2015).
4.2.5.6 Analise termogravimétrica (TGA)

De acordo com a metodologia proposta por Paini et al. (2015), a andlise
termogravimétrica (TGA) foi determinada em um equipamento TGA (Perkin Elmer, Pyris 1
TGA), equipado com um controlador de temperatura do forno. Cerca de 20 mg de amostra
foram colocados num cadinho de alumina e introduzido no interior da fornalha. Utilizou-se uma
faixa de temperatura de 20 a 800 °C com uma taxa nominal de 10 °C-cm™ numa atmosfera de

gés nitrogénio com fluxo de 40 mL-min™.
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4.2.5.7 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As estruturas das microparticulas dos pds encapsulados foram observadas por
microscopio eletronico de varredura (Jeol, JSM 6060). Para microscopia, as amostras foram
fixadas em stubs de aluminio utilizando fita adesiva dupla face de carbono. A superficie da
amostra foi metalizada utilizando ouro pulverizado com gas argdnio, e apds examinadas no
microscopio, operando a tensao de 5 kV. As imagens foram ampliadas 2000 vezes para os pos

obtidos por atomizagdo e 300 vezes para os liofilizados.

4.2.5.8 Espectroscopia infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros dos materiais encapsulantes puros, do extrato e dos poOs
microencapsulados por liofilizagdo e atomizagio foram obtidos no intervalo de 4000 cm™ a 400
cm’! e a resolugio foi ajustada para 4 cm™! por amostra (De Souza et al., 2015). Para leitura do
infravermelho foi utilizado o espectrofotometro FTIR (Shimadzu, 8300FTIR). Previamente,
foram confeccionadas pastilhas de KBr com as amostras previamente moidas em almofariz e

pistilo de agata.

4.2.6 Estabilidade em condic¢oes aceleradas de armazenamento

Os pos encapsulados foram armazenados em frascos de vidro herméticos com uma
atmosfera interna com umidades relativas de solugdes saturadas de cloreto de sodio (75 %) e
cloreto de bario (90 %) e temperaturas de 35 e 55 °C. Os frascos herméticos foram
acondicionados em incubadora (Ethik Technology, 411/FDP), durante 1 més com verificagdes
a cada 7 dias e monitorados os teores de compostos fenolicos totais (CFT), antocianinas
monoméricas totais (AMT) e atividade antioxidante pelos métodos de ABTS e DPPH (Ersus e

Yurdagel, 2007).

4.2.7 Simulagao digestiva in vitro

Através de um modelo estatico foram simulados in vitro a agao do sistema digestivo
humano sobre os pos, de acordo com metodologia proposta por Hur et al. (2009) e modificada
por Flores et al. (2014a). As etapas da digestdo na boca, estdbmago e intestino delgado foram

representadas pela adi¢do de solu¢des que simularam a saliva e os sucos gastrico, duodenal e



60

biliar. Os sucos digestivos foram preparados no dia do experimento. Para a simulagdo pesou-se
3,5 g de p6 em frascos Erlenmeyer de 250 mL ¢ foram incubados juntamente com os sucos
digestivos em agitador horizontal com banho (Dubnoff, CT-232) a 60 rpm com temperatura de
37 °C. Iniciou-se a simulagdo digestiva com a adi¢do de 6 mL de suco salivar com pH 6,8 e
agitado por 5 min. Apds isso, adicionou-se 12 mL do suco gastrico (pH 1,3) e agitado durante
2 h. Entdo, 12 mL de suco duodenal e 6 mL de suco biliar foram adicionadas nos frascos com
as amostras e agitados por mais 2 h. Uma aliquota de 1,5 mL foi retirada para andlises a cada 1
h de simulacdo no total de 4 h. As amostras foram centrifugadas a 3000xg durante 10 min sob
temperatura de 4 °C e em seguida armazenadas sob congelamento (-18 °C) até o momento das
analises quimicas. O contetido de antocianinas monoméricas totais (AMT) foi avaliado. Com
essa metodologia, pode-se medir o percentual de liberagcdo de compostos bioativos extraidos de

alimentos que foram submetidos a encapsulacdo de acordo com a etapa digestiva (Equacao 6).

mg AMT digestao

Liberacido de AMT (%) = %X 100 (6)

mg AMT p6 microencapsulado

4.2.8 Anélise estatistica

Os dados foram submetidos a analise dos efeitos principais ¢ de interagdao obtidos de analises
de variancia (ANOVA). Utilizou-se o teste de Tukey para a comparagdo multipla de médias
(p<0,05). Os calculos foram realizados através do software estatistico SAS (Statistical Analysis

System, versao 9.3).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Caraterizag¢do das microparticulas

Os valores de umidade, atividade de agua (aw), solubilidade, higroscopicidade e
rendimento sdo apresentados na Tabela 3 de acordo com cada tratamento submetido aos pds
microencapsulados.

Os teores de umidade variaram de 5,5 a 6,3 % e atividade de dgua entre 0,17 ¢ 0,18,
ndo diferiram significativamente entre os tratamentos demonstrando que a mistura de proteina
com caracteristicas cationicas em pH éacido e carboidratos com caracteristica anidnica possuem

uma boa interagdo molecular e contribuem para a diminui¢cdo do conteudo de agua dos pds,
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conferindo boa estabilidade (Eratte et al., 2014). A baixa atividade de agua em torno de 0,2
confere maior estabilidade as reagdes de degradagdo de alimentos em armazenamento como
escurecimento enzimatico e nao-enzimatico além da inibicdo de microrganismos e baixa
oxidacao lipidica (Damodaran et al., 2008; De Souza et al., 2015). As amostras apresentaram
valores similares a De Souza et al. (2015) que encapsulou extratos de bagago da vinificagao

com maltodextrina.

TABELA 3 Valores de umidade, atividade de dgua, solubilidade, higroscopicidade do bagaco
do suco de uva microencapsulado com proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica

(GA) e pectina (Pec), por atomizagao e liofilizacao.

Tratamentos Umidade [%] Ay Solubilidade [%] Higroscopicidade [%] Rendimento [%]
TA1 5,8+0,3* 0,184+0,001* 64,5+0,5° 31,7+0,2° 31,0+0,0?
TA2 5,5+0,3* 0,171+0,001* 38,942,5° 30,6:+0,2° 26,8+0,0°
TL1 6,3+0,1* 0,185+0,007* 60,8+0,2° 29,7+0,1° 28,2+0,0°
TL2 5,6£0,2* 0,171+0,034* 39,9+4,1° 28,34+0,3¢ 21,940,0°

Diferentes letras em uma mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05).

Atomizado: TA1, WPI-GA; TA2, WPI-GA-Pec. Liofilizado: TL1, WPI-GA; TL2, WPI-GA-Pec.

Os p6s com WPI-GA, tanto o atomizado quanto o liofilizado, obtiveram valores acima
de 50 % de solubilidade e significativamente maiores (64,5 e 60,8 %) do que os pos com pectina
(38,9 ¢ 39,9 %). Independentemente do tipo de secagem a solubilidade da WPI pode ser
diminuida devido as suas cargas elétricas serem progressivamente neutralizadas pela ligagao
proteina-carboidrato e havendo maior tendéncia de agregagdo proteica com consequente
diminui¢ao da solubilidade (Eratte et al., 2014). Outro parametro importante para reconstitui¢ao
e estabilidade dos pds € a higroscopicidade, que variaram entre 28,3 a 31,7 %. Os baixos teores
de umidade das particulas, podem acarretar maiores valores de higroscopicidade, devido ao
maior gradiente de concentracdo de agua entre o produto e o ambiente (Tonon et al., 2010;
Bazaria e Kumar, 2016). A adi¢do de pectina nos tratamentos diminuiu significativamente a
higroscopicidade tanto nos p6s atomizados quanto nos pos liofilizados, devido as caracteristicas
das ligacdes proteina-carboidrato formadas e da boa estabilizacao que o polimero de pectina
confere ao meio (Eratte et al., 2014; Chung et al., 2015). O mesmo comportamento foi
observado por De Souza et al. (2015) quando aumentaram a concentrag¢ao de material de parede
diminuiu os valores de higroscopicidade dos pos.

O rendimento de encapsulamento refere-se a capacidade que o material de

revestimento utilizado para encapsular tem de reter os compostos de interesse (Pasrija et al.,
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2015). O rendimento dos p6s com WPI-GA foi significativamente maior que os valores obtidos
nos pos WPI-GA-Pec, 31,0 a 26,8 % e 28,2 a 21,9 % para atomizados e liofilizados

respectivamente.

4.3.2 Anélise colorimétrica

Os parametros de cor dos extratos obtidos estao apresentados na Tabela 4, onde pode-
se observar que o parametro da luminosidade (L*, onde a escala indica vai de 0 a 100, da cor
preta a cor branca) dos pds atomizados, proximo de 83, foram significativamente mais claros
do que os liofilizados, proximo de 65, valores mais claros que o extrato, de 36, devido a
luminosidade mais clara dos materiais encapsulantes. Para os parametros de cor a* e b*, que
indicam a coloracdo verde ao vermelho e do azul ao amarelo, respectivamente, todos os
tratamentos apresentaram valores positivos para a* e negativos para b*, indicando o espectro
do vermelho ao azul, enquanto o extrato obteve ambos parametros positivos em um espectro de

cor vermelho ao amarelo.

TABELA 4 Parametros colorimétricos (L*, a*, b*, Hue, Chroma) do extrato aquoso do bagaco
do suco de uva microencapsulado com proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica

(GA) e pectina (Pec), por atomizagao e liofilizacao.

Tratamentos L* a* b* Hue (°) Chroma
Extrato 36,9+0,2¢ 28,0+0,2° 6,8+0,4* 13,74+0,6* 28,8+0,2%
TAl 83,7+0,5" 15,1202¢  2,0£0,0°  -7.5+0,1¢ 15,120,1
TA2 83,4:£0,2° 14,120,060 -2,640,0°  -10,2+0,0¢ 14,4+0,0b
TLI1 64,8+0,1 293402  -3,1£0,0°  -6,0£0,0° 29,5+0,24
TL2 65,9+0,4° 29,0+0,0? -4,5+0,04 -8,7+0,1¢ 29,4+0,0°

Diferentes letras em uma mesma coluna indicam diferengas significativas (p<0,05). Extrato
refere-se a extragdo assistida por micro-ondas (1000 W e 10 min) do bagago do suco de uva.
Atomizado: TA1, WPI-GA; TA2, WPI-GA-Pec. Liofilizado: TL1, WPI-GA; TL2, WPI-GA-

Pec.

O angulo Hue indica o matiz, sendo que todos os tratamentos apresentaram valores no
quarto quadrante (337,5° a 360°) demonstrando o tom rosaceo dos pos, € para o extrato o valor
obtido se enquadrara no primeiro quarto do primeiro quadrante (0° a 22,5°) indicando o tom
mais avermelhado. A saturagdo da cor dada pelo parametro Chroma, nos pos atomizados foi

significativamente menor do que nos pods liofilizados e no extrato. Quanto a diferenga de cor
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(AE), Figura 5, dos pds em relagdo aos parametros de cor estabelecidos pelo extrato, foram

significativamente maiores nos pos atomizados que nos pos liofilizados.
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FIGURA 5 Diferenga total de cor (AE) do extrato aquoso do bagago do suco de uva
microencapsulado com proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica (GA) e pectina

(Pec), por atomizagdo e liofilizagcdo, com relagdo ao extrato.
Atomizado: TA1, WPI-GA; TA2, WPI-GA-Pec. Liofilizado: TL1, WPI-GA; TL2, WPI-GA-Pec.

Diferentes letras indicam diferengas significativas (p< 0,05).

4.3.3 Anadlise termogravimétrica (TGA)

O comportamento dos pos atomizados e liofilizados foi similar (Figura 6). Na primeira
etapa de aquecimento até 110 °C a perda de massa correspondeu a 1,79 e 3,22 % para os pos
atomizados (TA1 e TA2, respectivamente) e 2,83 e 3,05 % para os pos liofilizados (TL1 e TL2,
respectivamente) que indica que houve a perda de massa relativo a compostos volateis e a dgua
ndo-ligada que as amostras continham (Tiwari e Hihara, 2009; Ballesteros et al., 2017; Do
Carmo et al., 2018). Apds essa primeira etapa, as amostras mantiveram-se com uma pequena
perda de massa até 5 % da massa inicial quando atingiram as temperaturas de 157,54 e 150,77
°C, para TAl e TA2 respectivamente, ¢ de 149,39 e 151,10 °C, para TL1 e TL2
respectivamente, possivelmente indicando a perda de umidade residual referente a dgua ligada

(Tiwari e Hihara, 2009).
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Em um terceiro estagio, onde a perda de massa de todos os pos correspondeu a 50 %
da massa inicial, os pés TAl e TA2 chegaram a temperaturas de 344,23 e 341,82 °C
respectivamente, ¢ os pds TL1 e TL2 com temperaturas de 353,11 e 350,22 °C, atribuida a
desestabilizacao de ligacdes glicosidicas com a consequente despolimerizacio e decomposi¢ao
dos polissacarideos em mondmeros de sacarose, frutose, glicose e 4cidos organicos e, também,
a desnaturagdo proteica através do rompimento de ligacdes peptidicas (Janiszewska, 2014;
Paini et al., 2015; Do Carmo et al., 2018). Com a desestruturacao dos principais constituintes
dos materiais de parede que sdo as proteinas no caso da WPI e dos polissacarideos no caso da
GA e da Pec, consequentemente pode ocorrer a degradacao de compostos fendlicos que outrora
estavam dispersos na matriz dos p6s microencapsulados e, da mesma forma, ha o inicio da
decomposic¢do parcial das moléculas organicas (Ballesteros et al., 2017).

Acima de 350 °C, a perda de massa tende a ficar constante com a decomposic¢ao das

moléculas organicas e consequentemente, a volatizacdo do carbono (Ballesteros et al., 2017).
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FIGURA 6 Andlise termogravimétrica do extrato aquoso do bagaco do suco de uva
microencapsulado com proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica (GA) e pectina

(Pec), por atomizagao e liofilizacao.
Atomizado: TA1, WPI-GA; TA2, WPI-GA-Pec. Liofilizado: TL1, WPI-GA; TL2, WPI-GA-Pec.
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4.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia externa das microparticulas pode ser visualizada nas micrografias
mostradas na Figura 7. Os pos atomizados apresentaram grandes diferencas morfoldgicas
devido as caracteristicas inerentes a cada tipo de secagem e, em relacdo aos pos liofilizados,
que foram moidos apds secagem. No p6 encapsulado por atomizagdo, empregando WPI-GA
(Figura 7a), as particulas apresentaram morfologia esférica onde a esferificidade das
microparticulas ¢ afetada pela rugosidade que pode ser ocasionada pela caracteristica das
proteinas globulares, como as B-lactoglobulinas da WPI (Ferrari et al., 2012; Wang et al., 2011).

A rugosidade pode ser, também, ocasionada pela mudanca brusca de temperatura que
ocorre durante o processo de secagem, onde a 4gua ¢ rapidamente evaporada fazendo com que
haja uma consequente contragdo das particulas no resfriamento (Tonon et al., 2008).

Na Figura 7b, pode ser observado que a adicdo de pectina ocasiona particulas
levemente mais arredondadas. Em um estudo, Moghbeli et al. (2019) constataram que pos
produzidos por atomiza¢do com maiores proporgdes de pectina em relacdo a outros matérias de
parede, como WPI, geraram microparticulas mais arredondadas. No entanto, a rugosidade ¢
predominantemente devido a propor¢ao das proteinas em relagdo a pectina (3:1:1, WPI-GA-
Pec) ainda ser maior, como ocorre similarmente no outro p6é TA1 (3:1, WPI-GA).

Quanto aos pos elaborados por liofilizacao (Figura 7c e 7d), as particulas apresentaram
formatos irregulares semelhantes a estilhagos de vidro de diferentes tamanhos, o que ¢ atribuido
ao tipo de processo de secagem onde a agua congelada é sublimada, o que resulta em uma
estrutura rigida, porosa e sem encolhimento, que ¢ o principal fator de qualidade do
congelamento de alimentos secos (Yamashita et al., 2017). As microcavidades observadas
nessas figuras, podem estar associadas a formacgao de cristais de gelo que se sublimam durante
a secagem mantendo a estrutura rigida e sem encolhimento e, também, as bolhas de ar retidas
durante o congelamento, devido as caracteristicas emulsionantes dos materiais de parede como

a WPI (Souza et al., 2017; Yamashita et al., 2017).



66

FIGURA 7 Microscopia eletronica de varredura do extrato aquoso do bagaco do suco de uva

microencapsulado com proteina isolada do soro de leite (WPI), goma ardbica (GA) e pectina

(Pec), por atomizagao e liofilizagao.
Atomizado: TA1, WPI-GA (a); TA2, WPI-GA-Pec (b). Liofilizado: TL1, WPI-GA; TL2 (c); WPI-GA-Pec (d).

4.3.5 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 8a, se observa que os espectros de infravermelho dos trés materiais de

1

parede possuem, na faixa de 3500 a 2800 cm™, as bandas de vibracdo de estiramento de

hidroxilas e uma banda de estiramento C-H (Garcia-Saldana et al., 2016; Raei et al., 2018).
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FIGURA 8 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) dos materiais de parede, do extrato aquoso do bagaco do suco

de uva e de seus pos microencapsulados por atomizagao e liofilizacao.

(a) proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica (GA) e pectina (Pec); (b) extrato (Ext) e pds microencapsulados atomizados (TA1, WPI-GA; TA2, WPI-GA-Pec) e

liofilizado (TL1, WPI-GA; TL2; WPI-GA-Pec).
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Quando avaliado somente o espectro da WPI, ha o aparecimento de banda
caracteristica de proteinas no intervalo de niimero de onda de 1700 a 1500 cm™' caracteristico
de bandas de amida I e II, com banda de vibragao de estiramento C-N, estiramento C=O e banda
de dobramento N-H, apresentando-se como um dubleto (Raei et al., 2018). No espectro da Pec
observou-se uma faixa de 1750 a 1600 cm' com bandas caracteristicas de carboxilas
esterificadas e ndo-esterificadas e conjun¢do de carbonila, C=0, com vibragdo de banda de
estiramento C-O na faixa de nimero de onda de 1200 a 1000 cm™ , evidenciando que a pectina
¢ um polissacarideo (Garcia-Saldaia et al., 2016; Dranca e Oroian, 2018). Por fim, avaliando-
se a GA, por ser formada principalmente por derivados de acidos D-glucordnicos e
glicoproteinas, também se observou bandas caracteristicas de amida I e II intensificadas com
as bandas caracteristicas de carboxilas esterificadas e ndo-esterificados visualizadas também na
Pec, além de uma banda de estiramento C-O na faixa de 1200 a 1000 cm™ (De Souza et al.,
2015; Garcia-Saldana et al., 2016; Kang et al., 2019).

Na Figura 8b, se observa que devido a nao purificagdo do extrato, se encontram
diferentes classes de moléculas com diferentes grupos funcionais de ligagdes quimicas. O
espectro do extrato apresentou uma larga faixa de 3700 a 2500 cm™ com bandas de estiramento
O-H e C-H caracteristicos de acidos carboxilicos, carboidratos (De Souza et al., 2015; Garcia-
Saldafia et al., 2016). A regido do espectro que compreende a faixa de 1680 a 900 cm’
apresentou tipicas bandas de estiramento C-O, C-O-C e O-H caracteristicas de compostos
fenolicos e mondmeros de carboidratos encontrados em extratos de uva (De Souza et al., 2015).
Assim como a vibragdo de bandas C=C na faixa de 1800 a 1520 cm™' que pode caracterizar a
presenga de compostos aromaticos (Edelmann et al., 2001; De Souza et al., 2015).

Observa-se, Figura 8b, que houve uma substituigdo da banda caracteristica de
compostos aromaticos obtida no espectro do extrato pela presenca de bandas de amida I e II,
além de carboxilas esterificadas e ndo-esterificadas, que sdo caracteristicas da composi¢ao dos
materiais de parede. Também pode-se observar que os pds obtidos por atomizagao apresentaram
espectros similares a de seus pares liofilizados e demonstram o efeito predominante dos
espectros dos materiais encapsulantes tanto nos tratamentos com WPI-GA (TA1 e TL1) quanto
nos tratamentos com WPI-GA-Pec (TA2 e TL2), onde ha uma sobreposi¢ao de bandas entre
1700 e 1500 cm™' referentes as amidas I e II e carboxilas esterificadas e nio-esterificadas. Paulo
e Santos (2018) observam que a ndo atribuicdo de bandas caracteristicas do composto
encapsulado nos espectros dos pos pode indicar que ha a incorporacdo do composto de interesse
a matriz polimérica do material de parede. De modo geral, os p6s microencapsulados nao

apresentaram mudangas consideraveis em relagdo as bandas de ligagdes quimicas quando
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comparados aos espectros dos materiais encapsulantes isolados, como deslocamentos nos
numeros de ondas e de intensidade de transmissdo, garantindo que o encapsulamento ocorreu
de forma fisica e ndo incorporacao quimica de compostos (Yadav e Kumar, 2014; Ballesteros

etal., 2017).

4.3.6 Estabilidade dos compostos fenolicos em condi¢des aceleradas durante o armazenamento

Os teores de compostos fenodlicos totais (CFT), antocianinas monoméricas totais
(AMT), e a atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH pode ser visualizado na Tabela
5 para o extrato aquoso do bagago do suco de uva e dos seus pds microencapsulados com WPI,

GA e Pec por atomizacao e liofilizagao.

TABELA 5 Compostos fendlicos totais (CFT), Antocianinas monoméricas totais (AMT) e
atividade antioxidante (ABTS e DPPH) do extrato aquoso do bagaco do suco de uva
microencapsulado com proteina isolada do soro de leite (WPI), goma arabica (GA) e pectina

(Pec), por atomizacao e liofilizagdo.

Tratamentos CFT* AMT** ABTS**% DPPH***
Extrato 8,58+0,02°  1,540+0,031*° 24,20+0,03*° 35,94+0,23*
TAl 2,66+0,00°  0,346+0,007° 823+0,21°  12,64+0,02°
TA2 2,30£0,04°  0,291+0,010°  6,18+0,14°  9,91+0,07°
TL1 2,4240,02°  0,353+0,003° 832+0,04®  10,92+0,01°
TL2 1,88+0,04¢  0,321£0,001°  6,29+0,04°  7,99+0,35°

Diferentes letras em uma mesma coluna indicam diferengas significativas
(p<0,05). Extrato refere-se a extracdo assistida por micro-ondas (1000 W ¢ 10
min) do bagago do suco de uva. Atomizados (TA1, WPI-GA; TA2, WPI-GA-
Pec) e liofilizado (TL1, WPI-GA; TL2; WPI-GA-Pec).

*CFT expresso em mgeag'g 'ms;

#* AMT eXpresso Mgmalvidina-3,5-diglicosideo’ & ' ms;

*#% ABTS ¢ DPPH expressos em umolgrg ! ys.

O teor de CFT para todos os pds microencapsulados foi significativamente menor do
que no extrato. Entre os pos houve diferencga significativa e seus rendimentos ficaram em torno
de 30 %, com excecdo do po liofilizado com WPI-GA-Pec (TL2), que obteve um rendimento
de 22 %. A maior retengdo de compostos fenolicos foi obtida no tratamento atomizado com

WPI-GA, e 0 menor no tratamento liofilizado contendo pectina, com valores de 2,66+0,00 e
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1,88+0,04 mgeac-g 'ms, respectivamente. No caso dos pos atomizados, o decréscimo dos teores
de compostos fendlicos possivelmente foi ocasionado pelas altas temperaturas utilizadas na
atomizag¢do o que pode causar a degradacdo e/ou a polimerizagdo das moléculas (Gharsallaoui
et al., 2007). Nos po6s liofilizados, as perdas do teor de CFT podem estar associadas a
degradacao devido a reagdes de oxidagdo que sdo ocasionadas pela porosidade produzida pela
sublimacdo, bolhas de ar retidas durante o congelamento, devido as caracteristicas
emulsionantes dos materiais de parede, e ainda, devido a moagem realizada apds a secagem
(Kuck e Norefa, 2016; Souza et al., 2017; Yamashita et al., 2017).

O teor de AMT (Tabela 5), de todos os pds foi significativamente menor que no
extrato. As maiores concentragdes registradas foram nos tratamentos TAl e TL1, que
corresponderam a valores de 0,353+0,003 e 0,346+0,007 mgmalvidina-3,5-diglicosideo* g'lms,
respectivamente. Os pos contendo pectina obtiveram valores significativamente menores que
os pos encapsulados somente com WPI-GA, indicando que a adi¢do da pectina pode ter afetado
a retencao de antocianinas.

Lee et al. (2005) mencionam que devido a exposicao a altas temperaturas na secagem
por atomizacao e da exposicao a reagdes oxidativas na liofilizacdo pode haver degradacao de
compostos fenolicos, dentre eles, as antocianinas, podendo ocorrer, ainda, reacdes de hidrélises
que podem mudar a natureza dos compostos, ou reacdes de polimerizacdo formando compostos
fenolicos com maior ou menor atividade antioxidante. Sendo que os novos compostos formados
podem ndo ser quantificados pelo método analitico que ¢ especifico para monomeros de
antocianinas presentes nas amostras.

A atividade antioxidante do extrato (Tabela 5), foi significativamente maior que nos
pos, tanto no método de ABTS, quanto no DPPH. A capacidade antioxidante dos alimentos esta
diretamente relacionada ao comportamento do teor de compostos fendlicos presentes nas
amostras, pois o conjunto dos antioxidantes ¢ formado por diferentes compostos, tendo em vista
que os antioxidantes neutralizam os radicais livres (Kaur e Kapoor, 2001). Quando as misturas
sdo avaliadas, a atividade antioxidante dos pds com WPI-GA foi significativamente maior que
0s pos com pectina. Isso pode ser devido a presenca de peptidios, tais como a a-lactoalbumina
e PB-lactoglobulina que, presente na composicdo da WPI, também possuem atividade
antioxidante (Brandelli et al., 2015). Apesar de todos os pds apresentarem WPI, a pectina pode
estar ligada quimicamente a esses peptidios, afetando sua capacidade antioxidante.

Os resultados indicam que o encapsulamento realizado com a mistura WPI-GA, tanto

no liofilizado como no atomizado apresentaram os melhores resultados para os teores de
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compostos fendlicos totais, antocianinas monoméricas totais, atividade antioxidante por ABTS

e DPPH.
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FIGURA 9 Efeito da temperatura e umidade relativa dos teores de compostos fendlicos totais

(CFT) do extrato aquoso do bagaco do suco de uva microencapsulado por atomizacao em
umidade de 75 % (a) e de 90 % (b) e por liofilizacdo em umidade de 75 % (c) e de 90 % (d).
(8) TA1, TL1: 35°C, 75 %; (W) TA2, TL2: 35°C, 75 %; (M) TA1, TL1: 55°C, 75 %; (#) TA2, TL2: 55°C, 75 %;
(0) TA1, TL1: 35°C, 90 %; (A) TA2, TL2: 35°C, 90 %; (O) TA1, TL1: 55°C, 90 %:; (&) TA2, TL2: 55°C, 90 %;
TA1 e TA2 por atomizagao usando WPI-GA ¢ WPI-GA-Pec, respectivamente.

TL1 e TL2 por liofilizagao usando WPI-GA ¢ WPI-GA-Pec, respectivamente.
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Na Figura 9 (a-d), pode ser observada a varia¢ao do teor dos compostos fendlicos totais
ao longo do tempo, para diferentes condi¢cdes de temperatura e umidade relativa. Na Figura 9a
e 9b, se observa que o po contendo pectina (TA2), nas condi¢cdes de 35°C e 75 % UR, teve a
melhor estabilidade ao longo dos 28 dias.

Em relagdo aos outros tratamentos houveram perdas significativas na primeira semana,
sendo maiores quando submetidos a 55 °C, e ndo havendo diferengas significativas, no final da
estocagem, entre esses tratamentos. A retencdo do po com pectina TA2 (35°C, 75 %) foi 35 %
maior do que a média das retengdes obtidos nas outras condi¢des no final da estocagem. A
grande area superficial formada nos pos atomizados pode favorecer a liberagdo e as reacdes de
degradagdo destes compostos. A rapida reducdo de compostos fenolicos durante a primeira
semana pode ser devido a que parte dos compostos fendlicos se encontravam na superficie e
ndo encapsulada, ocasionando perdas pelas reagdes de oxidagao e hidrolise (Kuck et al., 2017).

Na Figura 9c¢ e 9d, que corresponde aos pos liofilizados, se observa que nos primeiros
15 dias para todos os po6s, quando submetidos a 35 °C, ndo houve perdas de compostos
fendlicos, entretanto, quando submetidos a 55 °C, se observaram perdas significativas na
primeira semana. Porém, ambos pds a 35°C e 90 % UR, no dia 28, tiveram aumento
significativo nos valores de retencdo de compostos fendlicos. Flores et al. (2014b) observaram
o aumento do teor de fendis totais de pos atomizados com WPI de extratos de mirtilo em
condigdes de temperatura de 22, 37 e 45 °C ao longo de 40 dias. Robert et al. (2010), nos
extratos de roma encapsulados com misturas de maltodextrina com proteina isolada de soja
também observaram o aumento de compostos fenolicos e antocianinas quando armazenados a
60 °C por 56 dias. Eles mencionam que o incremento no teor de fendlicos e antocianinas nos
35 primeiros dias pode ser devido a reagdes de hidrolise em compostos fendlicos conjugados
inerentes a matriz do extrato.

No caso das antocianinas, para as amostras atomizadas e liofilizadas, Figura 10 (a-d),
o tratamento que corresponde ao p6 contendo pectina (TA2) nas condigdes de 35 °C e 75 %
UR, apresentou o comportamento similar ao observado no conteudo de CFT, tendo a melhor
estabilidade ao longo de todo o periodo de armazenamento. Nas demais condi¢des as perdas
foram significativas nos primeiros 14 dias tanto para os pds atomizados quanto para os
liofilizados. Apds a segunda semana o teor de antocianinas nas amostras permanecerem

estaveis.
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FIGURA 10 Efeito da temperatura e umidade relativa dos teores de antocianinas monoméricas
totais (AMT) do extrato aquoso do bagago do suco de uva microencapsulado por atomizacao
em umidade de 75 % (a) e de 90 % (b) e por liofilizacdo em umidade de 75 % (c) e de 90% (d).
(8) TA1, TL1: 35°C, 75 %; (W) TA2, TL2: 35°C, 75 %; (M) TA1, TL1: 55°C, 75 %; (#) TA2, TL2: 55°C, 75 %;
(0) TA1, TL1: 35°C, 90 %; (A) TA2, TL2: 35°C, 90 %; (O) TA1, TL1: 55°C, 90 %; (&) TA2, TL2: 55°C, 90 %;
TA1 e TA2 por atomizagdo usando WPI-GA e WPI-GA-Pec, respectivamente.
TL1 e TL2 por liofilizagao usando WPI-GA e WPI-GA-Pec, respectivamente.

Khazaei et al. (2014) estudaram diferentes formulagdes de goma arabica com
maltodextrina como encapsulantes em testes acelerados ao longo de 10 semanas a 35 °C,

relatando que apo6s as duas primeiras semanas, o conteudo de antocianinas monoméricas totais



74

se manteve estavel. A estabilidade das antocianinas estd diretamente relacionada com os efeitos
protetivos que os materiais de parede conferem durante o armazenamento, pois sdo obstaculos
fisicos que podem diminuir os efeitos de degradagao em relacao aos fatores extrinsecos, como
a luz, calor, oxigénio e umidade (Khazaei et al., 2014). As maiores retengdes de AMT no final
do periodo a 35 °C e a 75 %, corresponderam aos pds TA2 e TL2, com valores de 76 ¢ 73 %,
respectivamente (0,221+0,003 e 0,221£0,005 mgmatvidina-3,5-diglicosideo' g ' ms, respectivamente).

Sobre a atividade antioxidante por ABTS nos pds atomizados e liofilizados, Figura
11(a-d), se observam perdas significativas na primeira semana de testes acelerados, e apds, nao
apresentaram mais diferencas significativas ao longo do tempo para cada condi¢cdo de
temperatura e de umidade relativa.

Em relacdo a atividade antioxidante por DPPH, os pds atomizados (Figura 12a e 12b),
nas duas primeiras semanas houveram perdas significativas e apos ndo apresentaram diferencas
quando comparado com a terceira semana para cada condicdo de temperatura e de umidade
relativa. No caso dos pos liofilizados (Figura 12c e 12d) houveram perdas significativas na
primeira de semana, ndo apresentando diferenga com a segunda semana. No entanto, na terceira
semana, com exce¢do da condicdo de 55 °C e 90 % UR, os teores ndo foram significativos
quando comparados com a segunda semana (p<0,05).

Na quarta semana em algumas condi¢des de temperatura (55 °C e 75 % UR; 35 e 55
°C com 90 % UR) houve aumento significativo da atividade antioxidante. Flores et al. (2014b)
e Brandelli et al. (2015) mencionam que a desnaturagdo proteica da WPI pode gerar peptideos
e aminoacidos funcionais com propriedades de atividade antioxidante.

As maiores perdas relatadas principalmente na primeira semana para 0os compostos
fenolicos, antocianinas e atividades antioxidantes, indicam que parte dos compostos bioativos
foram encapsulados em torno da superficie dos materiais de parede ou ndo foram corretamente
encapsulados, ficando expostos a luz e o oxigénio. Cabe ressaltar, que durante o armazenamento
prolongado a degradag¢dao dos compostos fendlicos e peptideos podem gerar novos compostos
que tende a compensar totalmente ou parcialmente o decréscimo da atividade antioxidante dos
pos, devido a hidrolises e outras reagdes de reestruturacdo como a polimerizagao dos compostos

(Robert et al., 2010; Flores et al., 2014b; Brandelli et al., 2015; Kuck et al., 2017).
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FIGURA 11 Efeito da temperatura e umidade relativa na atividade antioxidante por ABTS do

extrato aquoso do bagago do suco de uva microencapsulado por atomizagao em umidade de 75

% (a) e de 90 % (b) e por liofilizacdo em umidade de 75 % (c) e de 90 % (d).

(®) TA1, TL1: 35°C, 75 %; (W) TA2, TL2: 35°C, 75 %; (W) TA1, TL1: 55°C, 75 %; (#) TA2, TL2: 55°C, 75 %;
(0) TAIL, TL1: 35°C, 90 %; (A) TA2, TL2: 35°C, 90 %; (O) TA1, TL1: 55°C, 90 %; () TA2, TL2: 55°C, 90 %;
TA1 e TA2 por atomizagao usando WPI-GA ¢ WPI-GA-Pec, respectivamente.
TL1 e TL2 por liofilizagao usando WPI-GA e WPI-GA-Pec, respectivamente.
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FIGURA 12 Efeito da temperatura e umidade relativa na atividade antioxidante por DPPH do

extrato aquoso do bagago do suco de uva microencapsulado por atomizagao em umidade de 75

% (a) e de 90 % (b) e por liofilizacdo em umidade de 75 % (c) e de 90 % (d).

(®) TA1, TL1: 35°C, 75 %; (W) TA2, TL2: 35°C, 75 %; (W) TA1, TL1: 55°C, 75 %; (#) TA2, TL2: 55°C, 75 %;
(0) TAIL, TL1: 35°C, 90 %; (A) TA2, TL2: 35°C, 90 %; (O) TA1, TL1: 55°C, 90 %; () TA2, TL2: 55°C, 90 %;
TA1 e TA2 por atomizagao usando WPI-GA ¢ WPI-GA-Pec, respectivamente.
TL1 e TL2 por liofilizagao usando WPI-GA e WPI-GA-Pec, respectivamente.
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4.3.7 Simulagdo digestiva in vitro

O efeito da simulagdo digestiva in vitro na liberagdo das antocianinas monomeéricas
totais encapsuladas foi dividido em duas etapas e ¢ apresentada na Figura 13. A primeira etapa
envolve a fase gastrica que simula a entrada do alimento no trato gastrointestinal superior pela
boca. Nos primeiros minutos o alimento sofrerd agdo da saliva em um pH em torno da
neutralidade e em seguida sera transportado para a o estdmago, onde o bolo alimentar se tornara
o quimo em pH acido com a presenca do suco gastrico e enzimas proteoliticas como a pepsina,
que no caso da simulagdo corresponde a primeira e segunda hora do experimento. A segunda
etapa, chamada fase intestinal, abrange a terceira e quarta hora do experimento correspondendo
a simulacao da digestao no intestino delgado, o qual o quimo torna-se quilo em pH alcalino, na
presenca do suco duodenal e da bilis tendo a agdo das enzimas pancreatina e lipase (Guyton e
Hall, 2006; Hur et al., 2009; Flores et al., 2014a). Sabe-se que € no intestino delgado que grande
parte dos compostos fendlicos, antocianinas glicosiladas, peptideos e aminoacidos ao sofrerem
reacOes hidroliticas, desesterificagdes, despeptizagdes, entre outras, podem ser absorvidas ao
longo do intestino delgado (Flores et al., 2014a; Kuck et al., 2017).

Os pds atomizados e liofilizados com materiais de parede WPI-GA obtiveram
liberagdes de 26,3+0,7 e 27,5+1,3 % respectivamente, na primeira hora da fase gastrica e, no
final da quarta hora, na fase intestinal chegaram a valores de liberagdo de 49,8+0,4 ¢ 48,9+1,2
% respectivamente. Oancea et al. (2017) mostraram que o encapsulamento de extratos de
cerejas com P-lactoglobulinas obtiveram cerca de 30 % de liberagdo de antocianinas no final
da fase gastrica e de 50 a 60 % no final da fase intestinal. As menores liberagdes ocorridas na
fase gastrica provavelmente sdo devido aos materiais de parede utilizados que possuem uma
ligagdo proteina-carboidrato favorecida pelo pH &cido do meio que torna a proteina com carater
cationico e os polissacarideos (GA e Pec) com carater anidnico, podendo, assim, resistir a agao
hidrolitica das proteases presentes na digestao (Eratte et al., 2014; Paulo e Santos, 2018).

Os pos contendo pectina tiveram as menores liberacdes, sendo na fase gastrica de
14,0+0,0 e 11,9+0,3 % para TA2 e TL2 respectivamente, ¢ na fase intestinal de 7,8+0,3 e
9,5+0,1 %. Esse decréscimo na liberagao pode ser explicado pela baixa digestibilidade da goma
arabica e da pectina devido a sua baixa solubilidade no meio alcalino da fase intestinal, fazendo
com que os pés se tornem menos suscetiveis a liberagdo de antocianinas. Levando-se em
consideracdo que o método utilizado neste estudo é especifico para antocianinas monoméricas
e para quantificagdo, faz-se o uso do método absorciométrico pelo decréscimo de cor, desta

forma a possivel formagao de antocianinas incolores, que sao favorecidas no pH alcalino da
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fase intestinal, em detrimento do cation flavilio presente nas antocianinas com coloragdo, pode
estar relacionado ao decréscimo nos resultados obtidos (Lee et al., 2005; Kuck et al., 2017;

Heras et al., 2017).
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FIGURA 13 Percentual de liberacdo de Antocianinas Monoméricas Totais (AMT) durante a
simulagdo digestiva in vitro dos pos microencapsulados, onde a primeira ¢ segunda hora
correspondem a fase gastrica (boca e estbmago) e a terceira e quarta hora correspondem a fase

intestinal (intestino delgado).

TA1 e TA2 por atomizagao usando WPI-GA e WPI-GA-Pec, respectivamente.
TL1 e TL2 por liofilizagao usando WPI-GA ¢ WPI-GA-Pec, respectivamente.

4.4 Conclusao

Foi possivel obter pds microencapsulados provenientes do extrato aquoso obtido por
extracdo assistida por micro-ondas, utilizando-se a proteina isolada do soro de leite com a goma
arabica e a pectina como materiais de parede.

Tanto os pds atomizados quantos os liofilizados com materiais de parede contendo
WPI-GA apresentaram os melhores resultados para os teores de compostos fenolicos totais

(2,66£0,00 e 2,42+0,02 mgeac-g'ms), antocianinas monoméricas totais (0,346+0,007 e
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0,353+0,003 mgmalvidina-3,5-diglicosideog 'ms), atividade antioxidante por ABTS (8,23£0,21 e
8,32+0,04 umoler-g'ms) e DPPH (12,64+0,02 ¢ 10,92+£0,01 pmoler-g 'ms). No entanto, quando
os pos foram submetidos as provas aceleradas de estocagem, indicaram que maiores retengoes
de antocianinas foram nas amostras contendo pectina tanto por atomiza¢do como por
liofilizagdo, com valores de retengao no final do teste de 76 e 73 % (0,221+0,003 ¢ 0,221+0,005
Mgmalvidina-3,5-diglicosideo" ' ms), Tespectivamente, nas condi¢des de 35 °C e 75 % UR.

As provas de simulagdo digestiva in vitro indicaram que a maior libera¢do de
antocianinas na fase intestinal foi nas amostras que ndo continham pectina. Mais estudos
deverdo ser realizados a fim de elucidar a utilizagdo destes produtos como ingredientes em

matrizes alimenticias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

5.1 Discussao geral

A uva ¢ uma fruta ndo-climatérica e dependendo das espécies podem apresentar
intensa coloragdo roxo-avermelhada devido a grande concentracdo de antocianinas (Yamashita
et al., 2000). Na produgdo de suco de uva faz-se a extracdo da parte liquida do mosto para a
producdo do suco, enquanto a parte prensada solida, o bagaco, pode ser utilizado como fonte
de compostos bioativos com alto potencial de valor agregado (Makris et al., 2007; Aliakbarian
etal., 2012; Beres et al., 2017).

A utilizagdo de métodos nao-convencionais de extragdo esta sendo estudada para
diminuir os tempos de exposi¢do a altas temperaturas e reduzir as concentracdes de solventes
organicos utilizados, diminuindo dessa forma o impacto ambiental, aumentando o rendimento
de extracdo e diminuindo o custo energético (Zekovic¢ et al., 2017; Ongkowijoyo et al., 2018).
Na extrac¢do aquosa acidificada a 2 % de 4cido citrico para separacdo dos compostos bioativos
provenientes do bagago, na EAU foram avaliados a poténcia de amplitude das ondas a 250, 350
e 450 W, e com tempos de 5, 10 e 15 min, enquanto que na EAM foram avaliadas as poténcias
de 600, 800 ¢ 1000 W, e tempos de 5, 7 ¢ 10 min.

A melhor condi¢ao de extragdo estudada correspondeu ao de micro-ondas (1000W x
10 min), apresentados na Tabela 6. As elevacdes das temperaturas observadas nas separagoes
por EAM e EAU, estdo em relacdo direta com o aumento de poténcia e tempo empregados, €
em ambos 0s casos com a elevagdo da temperatura aumentam os coeficientes de difusdo através
da matriz celular, aumentando assim o rendimento (Khan et al., 2018).

Comparando a melhor condicao de extracdo obtido por EAM com a extrac¢do exaustiva
do bagaco com solucao de metanol 80 % (v/v) acidificado com 1 % de HCI, as recuperagdes de
compostos fenolicos, antocianinas, e atividade antioxidante por ABTS ¢ DPPH foram de 21,
45, 23 e 36%, respectivamente. Em relagdo ao tempo de extracdo utilizado para extracdo
exaustiva que foi de 1h40min, pode-se notar que o tempo empregado por EAM (10 minutos)
foi 10 vezes menor que a extra¢do exaustiva empregada. Entretanto, a pesar da baixa
recuperagao de compostos fendlicos (21%) e antocianinas (45%), a ndo utilizagdo de solvente
organico faz com que se torne vantajosa esta ultima. Por esta razao, mais estudos avaliando
maiores tempos e poténcia se fazem necessarios com o intuito de melhorar esses rendimentos.
Quando se compara a extragao exaustiva com a extracao aquosa (EA), que empregou um tempo

de 24 h, as recuperagdes de compostos fendlicos, antocianinas, ABTS e DPPH foram de 10, 40,
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14 e 17%, respectivamente. A rapida acdo das micro-ondas em promover a penetracdo do
solvente dentro da matriz alimentar pela movimentacdo molecular da rotacdo dipolo e da
conducao i6nica torna a EAM adequada para extragdo de compostos ativos polares, tais como
os compostos fendlicos, incluindo as antocianinas (Dranca e Oroian, 2016; Caldas et al., 2018).
De outro lado, os processos convencionais de extragdo de solido-liquido em matrizes
alimentares, normalmente utilizam grandes quantidades de solventes organicos e longos
periodos quando se deseja o esgotamento da matéria-prima e, assim, obtém um alto rendimento

de compostos bioativos.

TABELA 6 Teores de compostos fendlicos totais (CFT), antocianinas monoméricas totais
(AMT) e atividade antioxidante por ABTS e DPPH dos extratos obtidos a partir do bagaco do
suco de uva (BSU).

Tratamentos CFT* AMT** ABTS***  DPPH***
BSU 32,58+0,93* 2,93+0,15*  100,91£0,01* 92,20+0,57*
EA 32140,04°  1,19+0,03°  14,33£0,48°  16,04+0,19°

EAM (1000 wx10miny ~ 6,68+0,05° 1,32+0,03° 23,8440,57°  33,27+2,00°

BSU refere-se ao bagaco do suco de uva; EA refere-se a extracdo aquosa com
temperatura ambiente (20°C) durante 24h; EAM refere-se as extracdes assistidas
por micro-ondas; diferentes letras na mesma coluna indicam diferengas
significativas (p < 0,05).

*CFT expresso em mgeac'g 'ms;

** AMT expresso em Mgmalvidina-3,5-diglicosidio € ms;

*#% ABTS e DPPH expresso em pmolgr-g ' ms.

Ap6s a obten¢do da melhor condi¢do de separacdo dos compostos fenodlicos pela EAM
(1000 W x 10 min), a segunda parte do estudo consistiu na elaboragdo de microparticulas desse
extrato por meio do método de atomizacgdo (160 °C) e liofilizagdo. (-57 °C x 72 h). Como
materiais de parede empregados fez-se uso das proteinas isoladas do soro de leite (WPI), goma
arabica (GA) e pectina (Pec). A WPI pode ser utilizada auxiliando a estabilizacdo estrutural das
microparticulas devido a sua estrutura globular, e sua caracteristica catidnica em pH acido, que
facilita as ligagdes com polissacarideos com caracteristicas anionicas, tais como, a goma arabica
e a pectina, formando assim um material de parede com complexas ligacdes proteina-

polissacarideo favorecendo o microencapsulamento (Eratte et al., 2014; Chung et al., 2015).
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Foram usadas dispersdes com misturas de WPI-GA na propor¢do de 3:1 e WPI-GA-
Pec na propor¢do 3:1:1. Essas dispersdes foram posteriormente secas por atomizagido e
liofilizagao.

Os po6s microencapsulados obtiveram aw em torno de 0,2, que confere maior
estabilidade as reagdes de degradacdo de alimentos em armazenamento como escurecimento
enzimatico e ndo-enzimatico além da inibi¢ao de microrganismos e baixa oxidacao lipidica (De
Souza et al., 2015). Os teores de umidade variaram de 5,5 a 6,3 % e ndo diferiram
significativamente entre os pos encapsulados. Os valores de solubilidade dos pos contendo
WPI-GA foram de 64,5 ¢ 60,8 % para o atomizado e liofilizado, respectivamente, sendo
significativamente maiores do que os pos contendo pectina (38,9 ¢ 39,9 %, atomizado e
liofilizado, respectivamente).

Quanto aos parametros de cor, nos pos atomizados, os valores de luminosidade foram
significativamente mais claros do que no extrato, devido & maior luminosidade dos materiais
encapsulantes. Para os parametros de cor a* ¢ b*, os pos apresentaram valores positivos para
a* e negativos para b*, indicando o espectro do vermelho ao azul, enquanto o extrato obteve
ambos parametros positivos em um espectro de cor vermelho ao amarelo. O angulo Hue, todos
0s pos apresentaram valores no quarto quadrante (337,5° a 360°) demonstrando o tom rosaceo.
A saturacdo da cor dada pelo parametro Chroma, nos pos atomizados foi significativamente
menor do que nos pos liofilizados e no extrato. Quanto a diferencga total de cor (AE) dos pos em
relagdo ao extrato, foram significativamente maiores nos p6s atomizados que nos liofilizados.

Em relagdo a analise termogravimétrica, as amostras tiveram perdas de massa inicial
de até 5 % do total a temperaturas de 157,54 e 150,77 °C para os pds atomizados com WPI-GA
e WPI-GA-Pec, respectivamente, e de 149,39 e 151,10 °C, para os pds liofilizados com WPI-
GA e WPI-GA-Pec, respectivamente, possivelmente indicando a perda de umidade residual
referente a agua ligada (Tiwari e Hihara, 2009). Em um estagio seguinte a perda de massa ¢
atribuida a desestabilizacao de ligacdes glicosidicas com a consequente despolimerizacao e
decomposi¢cdo dos polissacarideos em mondmeros de sacarose, frutose, glicose, acidos
organicos, compostos fenolicos e, também a desnaturag@o proteica através do rompimento de
ligacdes peptidicas (Janiszewska, 2014; Paini et al., 2015; Do Carmo et al., 2018).

As superficies externas das microparticulas apresentaram grandes diferengas
morfologicas devido as caracteristicas inerentes a cada tipo de secagem. Os pos atomizados
apresentaram morfologia esférica com rugosidades que pode ser ocasionada pela caracteristica
das proteinas globulares, como as B-lactoglobulinas da WPI (Ferrari et al., 2012; Wang et al.,

2011). Para os tratamentos liofilizados apresentaram formatos irregulares semelhantes a
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estilhacos de vidro de diferentes tamanhos, o que ¢ atribuido ao tipo de secagem onde a dgua
congelada ¢ sublimada resultando em uma estrutura rigida, porosa ¢ sem encolhimento
(Yamashita et al., 2017). As microcavidades também observadas podem estar associadas a
formacao de cristais de gelo que se sublimam durante a secagem mantendo a estrutura rigida e,
também, as bolhas de ar retidas durante o congelamento, devido as caracteristicas
emulsionantes dos materiais de parede como a WPI (Souza et al., 2017; Yamashita et al., 2017).

Na analise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
as possiveis interagdes quimicas foram analisadas entre os p6s microencapsulados e o extrato.
Foi observado a presenca de bandas de amida I e II, além de carboxilas esterificadas e ndo-
esterificadas, que sdo caracteristicas da composicao dos materiais de parede. Nos resultados se
verifica o efeito predominante dos materiais de parede WPI, GA e Pec na amostra final, uma
vez que as estruturas observadas no extrato ndo geraram mudancas consideraveis nos
deslocamentos dos numeros de ondas ¢ de intensidade de transmissao (Yadav ¢ Kumar, 2014;
Ballesteros et al., 2017).

Os pods obtidos por atomizacao e liofilizagdo contendo misturas de WPI e goma ardbica
apresentaram as maiores retengdes de compostos fendlicos (2,66 e 2,42 mgEaG-g 'ms),
antocianinas monoméricas totais (0,346 e 0,353 mgmalvidina-3,5-diglicosideog 'ms), atividade
antioxidante por ABTS (8,23 e 8,32 umoler-g'ms) € DPPH (12,64 ¢ 10,92 pmoler-g'ms).
Entretanto os testes acelerados de armazenamento conduzidos indicaram que os pos contendo
pectina foram os mais estaveis com valores de 76 e 73 % de retengdo de antocianinas para o po
atomizado e liofilizado, respectivamente, nas condig¢des de 35 °C e 75 % de umidade aos 28
dias de estocagem.

Na simulacdo digestiva in vitro os p6s contendo WPI e goma arabica tiveram as

maiores liberagdes de antocianinas na fase intestinal.
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5.2 Conclusao

A extracao dos compostos bioativos do bagago da produgao de suco de uva foi possivel
através do micro-ondas e do ultrassom. Isso possibilitou a quantificagdo dos compostos
fenolicos totais, das antocianinas monomeéricas totais e a da atividade antioxidante pelo método
de ABTS e DPPH em todos os extratos obtidos nas poténcias de 250, 350 e 450 W e tempos de
5, 10 e 15 min na extragdo assistida por ultrassom; e nos extratos obtidos nas poténcias de 600,
800 e 1000 W com tempos de 5, 7 e 10 min na extracdo assistida por micro-ondas.

A melhor condi¢do de extragdo estudada correspondeu a EAM (1000W X 10 min) com
teores de 6,68+0,05 mgeaG-g ' ms, 1,32+0,03 mgmalvidina-3,5-diglicosideo’ 'ms, 23,84+0,57 pmoler-g”
Ims € 33,2742,00 umoler-g 'ms, para CFT, AMT, ABTS e DPPH, respectivamente.

A melhor condicao de extracdo (EAM, 1000W x 10 min) foi encapsulada por meio do
método de atomizacao (160 °C) e liofilizacdo. (-57 °C x 72 h), utilizando-se a proteina isolada
do soro de leite (WPI), goma arabica (GA) e pectina (Pec) como materiais de parede. Produziu-
se pos microencapsulados com misturas de WPI-GA na proporg¢do de 3:1 ¢ WPI-GA-Pec na
proporg¢ao de 3:1:1.

Os pos obtiveram valores de aw em torno de 0,2, podendo apresentar maior estabilidade
as reagdes de degradacdo de alimentos em armazenamento; os teores de umidade variaram entre
5,5 a6,3%; a solubilidade entre 64,5 e 60,8 % para os p6s com WPI-GA atomizado e liofilizado,
respectivamente, ¢ 38,9 e 39,9 % para os pés com WPI-GA-Pec atomizado e liofilizado,
respectivamente.

Quando os pds foram submetidos as condicdes aceleradas de armazenamento, sob
temperaturas de 35 e 55 °C e umidade relativa de 75 e 90 % durante 4 semanas, os pds contendo
misturas de WPI-GA apresentaram as maiores retengdes de compostos fenolicos, antocianinas
monomeéricas totais, atividade antioxidante por ABTS e DPPH. Entretanto aos 28 dias de
estocagem indicaram que os pos contendo WPI-GA-Pec foram os mais estaveis com valores de
76 e 73 % de reten¢do de antocianinas para o p6 atomizado e liofilizado, respectivamente, nas
condi¢des de 35 °C e 75 % de umidade.

Na simulagdo digestiva in vitro os pos contendo WPI-GA tiveram as maiores liberagdes

de antocianinas na fase intestinal.
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5.3 Perspectivas

O presente trabalho resultou em contribui¢des no campo da ciéncia e tecnologia de

alimentos, todavia novas linhas de trabalhos podem seguir as seguintes sugestoes:

Realizar estudos de purificacdo dos extratos do bagago de suco de uva para
identificacdo de compostos do extrato aquoso;

Estudar outras proporcionalidades entre solvente e bagaco para melhorar o
rendimento de extracao;

Estudar outras relacdes de tempo-poténcia nas extragdes assistidas por micro-
ondas e por ultrassom, ou a combinacao delas;

Utilizagdo de diferentes combinacdes de materiais de parede para o
encapsulamento;

Realizar a aplicacdo em alimentos e avaliar pardmetros de estabilidade e

liberagdo dos compostos microencapsulados.
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TABELA S1 ANOVA para os fatores poténcia e tempo para as extragdes assistida por

ultrassom (EAU) (a) e por micro-ondas (EAM) (b) em relacdo a varidvel resposta de compostos

fenolicos totais (CFT).

(a) EAU
Fator Graus de Soma dos Quadrado da Valor F oS F
Liberdade quadrados Média
Poténcia 2 0,55328422  0,27664211 830  0,0028
Tempo 2 9,02806489  4,51403244 135,47 <0,0001
Interagdo 4 0,78600222  0,19650056 5,90 0,0033
Erro experimental 18 0,59979733 0,03332207
Total 26 10,96714867
(b) EAM
Fator Graus de Soma dos Quadrado da Valor F b F
Liberdade = quadrados Média
Poténcia 2 25,59898541  12,79949270 1858,70 <0,0001
Tempo 2 9,03996119  4,51998059 656,38 <0,0001
Interagao 4 2,68027526  0,67006881 97,31 <0,0001
Erro experimental 18 0,12395267 0,00688626
Total 26 37,443117452

Fator poténcias com niveis de 250, 350 ¢ 450 W no caso de EAU e 600, 800 ¢ 1000 W no caso de EAM; o fator

tempo com niveis de 5, 10 e 15 min para EAU e 5, 7 e 10 min para EAM; a interag@o refere-se aos dois fatores

poténcia e tempo.
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TABELA S2 ANOVA para os fatores poténcia e tempo para as extragdes assistida por

ultrassom (EAU) (a) e por micro-ondas (EAM) (b) em relagdo a varidvel resposta de

antocianinas monomeéricas totais (AMT).

(a) EAU
Fator Graus de Soma dos  Quadrado da Valor F oS F
Liberdade  quadrados Média
Poténcia 2 0,00836474  0,00418237 1,35 0,2845
Tempo 2 0,32992496  0,16496248 53,20 <0,0001
Interagdo 4 0,02531148  0,00632787 2,04 0,1315
Erro experimental 18 0,05581267  0,00310070
Total 26 0,41941385
(b) EAM
Fator Graus de Soma dos  Quadrado da Valor F b F
Liberdade  quadrados Média
Poténcia 2 0,13880274  0,06940137 15,14 0,0001
Tempo 2 0,13039652  0,06519826 14,23 0,0002
Interagao 4 0,41042037  0,10260509 22,39 <0,0001
Erro experimental 18 0,08249667  0,00458315
Total 26 0,76211630

Fator poténcias com niveis de 250, 350 ¢ 450 W no caso de EAU e 600, 800 ¢ 1000 W no caso de EAM; o fator

tempo com niveis de 5, 10 e 15 min para EAU e 5, 7 e 10 min para EAM; a interag@o refere-se aos dois fatores

poténcia e tempo.
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TABELA S3 ANOVA para os fatores poténcia e tempo para as extragdes assistida por

ultrassom (EAU) (a) e por micro-ondas (EAM) (b) em relagdo a variavel resposta de atividade

antioxidante ABTS.
(a) EAU
Eator Graus de Soma dos Quadrado da Valor F oS F
Liberdade = quadrados Média
Poténcia 2 22,43747144 11,21873572 175,05 <0,0001
Tempo 2 78,45039878 39,22519929 612,06 <0,0001
Interagdo 4 24,64719456  6,16179864 96,15 <0,0001
Erro experimental 9 0,5767830 0,0640870
Total 17 126,1118478
(b) EAM
Fator Graus de Soma dos  Quadrado da Valor F b F
Liberdade  quadrados Média
Poténcia 2 100,5568861  50,2784431 53,95 <0,0001
Tempo 2 73,1811231  36,5905616 39,26 <0,0001
Interagdo 4 110,6014076  27,6503519 29,67 <0,0001
Erro experimental 9 8,3881110 0,9320123
Total 17 292,7275278

Fator poténcias com niveis de 250, 350 ¢ 450 W no caso de EAU e 600, 800 ¢ 1000 W no caso de EAM; o fator

tempo com niveis de 5, 10 e 15 min para EAU e 5, 7 e 10 min para EAM; a interag@o refere-se aos dois fatores

poténcia e tempo.
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TABELA S4 ANOVA para os fatores poténcia e tempo para as extragdes assistida por

ultrassom (EAU) (a) e por micro-ondas (EAM) (b) em relagdo a variavel resposta de atividade

antioxidante DPPH.
(a) EAU
Eator Graus de Soma dos Quadrado da Valor F oS F
Liberdade = quadrados Média
Poténcia 2 14,8996290  7,4498145 47,24 <0,0001
Tempo 2 281,5320423 140,7660212 892,61 <0,0001
Interagdo 4 3,5810527 0,8952632 5,68 0,0146
Erro experimental 9 1,4193205 0,1577023
Total 17 301,4320445
(b) EAM
Fator Graus de Soma dos Quadrado da Valor F o> F
Liberdade  quadrados Média
Poténcia 2 199,4378423  99,7189212 31,52 <0,0001
Tempo 2 392,6794013 196,3397007 62,05 <0,0001
Interagao 4 91,3820333  22,8455083 7,22 0,0069
Erro experimental 9 28,4773155 3,1641462
Total 17 711,9765952

Fator poténcias com niveis de 250, 350 ¢ 450 W no caso de EAU e 600, 800 ¢ 1000 W no caso de EAM; o fator

tempo com niveis de 5, 10 e 15 min para EAU e 5, 7 e 10 min para EAM; a interag@o refere-se aos dois fatores

poténcia e tempo.



	Parte 01a
	Parte 01b - ficha cat 2019
	Parte 01c
	Parte 02 - Intro e RevisãoBib
	Parte 03 - Artigo 1 - português
	Parte 04 - Artigo 2 - português
	Parte 05 - Considerações finais
	Parte 06 - REFERÊNCIAS
	Parte 07 - APÊNDICE A

