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RESUMO

Os consumidores estdo cada vez mais preocupados com a satde e bem-estar em geral. Isso se
deve pelo aumento de casos de doengas cronicas e degenerativas, as quais sao causadas nao
somente pelo aumento da expectativa de vida, mas também por mudangas a longo prazo no
estilo de vida, como dietas desequilibradas e sedentarismo. Os 6rgaos de saude hoje em dia
recomendam uma série de cuidados com a alimentacdo e saude em geral. Diante disso, os
alimentos funcionais tornaram-se uma nova e promissora tendéncia na industria alimenticia e
farmacéutica. O mirtilo (Vaccinium sp.) é uma fruta que esta ganhando destaque neste segmento
da industria, ocasionado pelo reconhecimento das suas propriedades terapéuticas. Estas se
devem, sobretudo, pela presenca de compostos fenolicos, os quais desempenham atividade
antioxidante capaz de contribuir para a preven¢ao de doengas. Por ser uma fruta de pequena
producdo e de curta vida 1til, torna-se necessario a aplicacdo de tecnologias de processamento
que mantenham as propriedades desejadas. A técnica de secagem por atomizagao associada a
encapsulacdo tem por finalidade fornecer a protecdo das substancias de interesse, pois evita o
contado direto delas com a luz e o calor. Isto tem possibilitado uma maior oferta de alimentos
com potencial funcional e com maior vida de prateleira, a0 mesmo tempo em que agrega valor
comercial aos produtos desenvolvidos. O dominio das técnicas de processamento para o mirtilo,
e o conhecimento da manuten¢ao das propriedades funcionais de produtos elaborados ¢ de suma
importancia para a industria que deseja se destacar no ramo de alimentos funcionais. Este estudo
objetivou a caracterizacdo de dois extratos encapsulados de mirtilo produzido no norte do Rio
Grande do Sul. Testamos dois agentes encapsulantes: goma ardbica (GA) e concentrado
proteico de soro de leite (CPS). A partir do extrato encapsulado que apresentou melhor resposta
funcional, morfologica e sensorial, continuou-se o estudo com tal extrato realizando testes de
estabilidade dos compostos bioativos durante a vida de prateleira e verificando seu
comportamento antioxidante também em um teste in vivo, tendo como modelo experimental a
levedura Saccharomyces cerevisiae. Como testes morfoldgicos da encapsulagdo dos extratos
utilizamos a Eficiéncia da Encapsulagdo (EE) e avaliagdo da morfologia externa das
microcapsulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A anélise de cor foi realizada
como atributo sensorial. Para verificagdo do potencial funcional avaliamos os compostos
fenolicos totais e os individuais por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) e
mensuramos a atividade antioxidante por DPPH. Nossos resultados foram mais satisfatorios
com o extrato encapsulado com GA (E1) no que diz respeito a morfologia, analise de cor e
potencial funcional. Dessa forma, o E1 foi selecionado para dar continuidade ao estudo, onde
obtivemos diminui¢ao de fendis e flavonoides totais durante o armazenamento a 4° C por 5 e
10 meses. Em relacdo a estabilidade da atividade antioxidante frente a temperaturas de -18, 4 e
25° C por 4 semanas, obtivemos perdas significativas em todas as temperaturas, todavia
melhores resultados foram obtidos quando o extrato permaneceu sob congelamento (-18°C).
Em nosso teste in vivo, o emprego do E1 em células de Saccharomyces cerevisiae estressadas
com ferro foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica através do método TBARS e aumentar a
atividade da GPX. Nosso estudo comprovou que o extrato de mirtilo encapsulado com goma
arabica manteve a funcionalidade antioxidante presente na fruta e pode ser um ingrediente
promissor no desenvolvimento de alimentos funcionais. Sugere-se que as industrias de interesse
devem assegurar a conservagdo adequada para evitar a degradacdo dos compostos bioativos e
garantir assim, maior vida de prateleira ao produto.

Palavras-chave: Frutas vermelhas. Microencapsulaciao. Nutracéuticos.



ABSTRACT

Consumers are increasingly concerned about health and well-being in general. This is due to
the increase in cases of chronic and degenerative diseases, which are caused not only by an
increase in life expectancy, but also by long-term changes in lifestyle, such as unbalanced diets
and sedentary lifestyle. The health agencies nowadays recommend a series of care with food
and health in general. Faced with this, functional foods have become a new and promising trend
in the food and pharmaceutical industry. Blueberry (Vaccinium sp.) Is a fruit that is gaining
prominence in this segment of the industry, caused by the recognition of its therapeutic
properties. These are mainly due to the presence of phenolic compounds, which play an
antioxidant activity capable of contributing to the prevention of diseases. Because it is a fruit
of small production and of short useful life, it becomes necessary the application of processing
technologies that maintain the desired properties. The spray-drying technique associated with
encapsulation is intended to provide the protection of the substances of interest, since it avoids
the direct counting of them with light and heat. This has enabled a greater supply of food with
functional potential and longer shelf life, while adding commercial value to the products
developed. The mastery of the processing techniques for blueberry, and the knowledge of the
maintenance of the functional properties of elaborated products is of paramount importance for
the industry that wishes to stand out in the branch of functional foods. This study aimed to
characterize two blueberry encapsulated extracts produced in the north of Rio Grande do Sul.
We tested two encapsulating agents: gum arabic (GA) and whey protein concentrate (CPS).
From the encapsulated extract that presented the best functional, morphological and sensorial
response, the study was continued with this extract, carrying out stability tests of the bioactive
compounds during the shelf life and verifying their antioxidant behavior also in an in vivo test,
using as a model The yeast Saccharomyces cerevisiae. As morphological tests of the
encapsulation of the extracts we used the Encapsulation Efficiency (EE) and evaluation of the
external morphology of the microcapsules by Scanning Electron Microscopy (SEM). Color
analysis was performed as a sensorial attribute. To verify the functional potential we evaluated
the total and individual phenolic compounds by High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and measured the antioxidant activity by DPPH. Our results were more satisfactory
with the extract encapsulated with GA (E1) with respect to morphology, color analysis and
functional potential. In this way, E1 was selected to continue the study, where we obtained a
reduction of phenols and total flavonoids during storage at 4° C for 5 and 10 months. In relation
to the stability of the antioxidant activity against temperatures of -18, 4 and 25° C for 4 weeks,
we obtained significant losses at all temperatures, but better results were obtained when the
extract remained under freezing (-18°C). In our in vivo test, the use of El in iron-stressed
Saccharomyces cerevisiae cells was able to reduce lipid peroxidation through the TBARS
method and increase GPX activity. Our study has proven that the blueberry extract encapsulated
with gum arabic has maintained the antioxidant functionality present in the fruit and can be a
promising ingredient in the development of functional foods. It is suggested that the industries
of interest should ensure proper conservation to avoid degradation of the bioactive compounds
and thus ensure longer shelf life to the product.

Key-words: Red fruits. Microencapsulation. Nutraceutical.
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1 INTRODUCAO

Observamos nas ultimas décadas um aumento na expectativa de vida da populagao, mas
a longevidade pode vir acompanhada de doencgas cronicas ndo transmissiveis, ocasionadas nao
somente pelo envelhecimento, mas também pelas mudancgas no estilo de vida, em especial por
dietas desequilibradas e sedentarismo. Orgdos ligados a saude e bem-estar, como a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), propdem alternativas para a manuteng¢ao e melhoria
geral da qualidade de vida dos individuos. Diante disso, uma nova tendéncia alimentar e de
cuidados com satde vem sendo evidenciada. O consumidor consciente busca por uma
alimentacdo que, além de ter praticidade de consumo, possa beneficiar a saude.

A industria de alimentos, atenta a este novo e crescente segmento de mercado, tem
investido na busca de substancias que contenham compostos bioativos, com interesse para o
desenvolvimento de alimentos saudaveis, com potencial funcional. Produtos enriquecidos com
frutas que desempenham atividade antioxidante, por exemplo, podem incrementar o mercado e
garantir boas perspectivas financeiras a industria.

O mirtilo (Vaccinium sp. ou blueberry em inglés) ¢ uma fruta que tem se destacado no
mercado mundial pelo reconhecimento da sua composi¢ao, rica em compostos fenélicos como
os flavonoides e antocianinas. Estes pigmentos, além de conferirem a cor arroxeada-escura a
fruta, sdo responsaveis pela atividade antioxidante, associada a neutralizagcdo de radicais livres.

No Brasil, a producao de mirtilo ainda ¢ pequena, levando a um alto custo no mercado
regional, o que tem estimulado a expansdo da cultura e o aumento da demanda pelo produto.
Além disso, a safra de mirtilo no sul do pais ocorre apenas em dois a trés meses no ano
(dezembro a fevereiro) e que for¢a o mercado regional a adquirir parte do produto de mercados
externos, geralmente vindo do Chile e dos EUA.

Por ser uma fruta muito sensivel, com uma curta vida util, torna-se necessario a
aplicacdo de processos tecnologicos que visem prolongar a validade deste produto, na forma in
natura ou mesmo, no desenvolvimento de novos produtos (geleias, sucos, sorvetes, shakes, etc.)
a fim de aproveitar os seus beneficios para atender a exigéncia do mercado consumidor.

Ao submeter o mirtilo ao processamento industrial, pode-se haver perdas nutricionais e
de compostos bioativos frente as condigdes do processo (luz, temperatura, etc.). Uma técnica
que vem sendo bastante utilizada neste segmento, com o intuito de preservar a funcionalidade
de alimentos com propriedades bioativas, ¢ a encapsulagdo seguida da secagem por atomizagao.

Esta técnica evita o contado direto das substancias de interesse com a luz e o calor, ja que estao
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protegidas, envoltas pelo encapsulante. Manter a funcionalidade da fruta, mesmo com a
aplicacdo desses processos ¢ o grande desafio para a industria de alimentos que deseja se
destacar no ramo de alimentos funcionais.

Buscando contribuir com a ciéncia € ao mesmo tempo aperfeicoar a industria de
alimentos que se propde a desenvolver produtos com atributos funcionais ou terapéuticos, o
objetivo deste trabalho foi elaborar e estudar as propriedades morfoldgicas, sensoriais e
funcionais de dois extratos de mirtilo secos por atomizacdo utilizando-se diferentes materiais
encapsulantes. O extrato que apresentou melhores condi¢des dentre estes parametros foi
submetido a testes de estabilidade funcional durante a vida de prateleira e de comportamento
antioxidante em um ensaio in vivo, utilizando-se como modelo experimental a levedura

Saccharomyces cerevisiae.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

O conceito de alimentos funcionais surgiu inicialmente no Japao, em meados da década
de 80, ¢ nos anos 90, recebeu a designagdo em inglés de FOSHU (foods for specified health
use, ou alimentos para uso especifico de saude). O termo refere-se aos alimentos na forma
natural que fazem parte de uma dieta habitual, mas que demonstram beneficios fisiologicos e/ou
reduzem o risco de doencgas cronicas, além das suas fungdes basicas nutricionais (COSTA;
ROSA, 2010). Seus efeitos vém sendo estudados, principalmente, nas patologias, como o
cancer, diabetes, hipertensdo, mal de Alzheimer, doencas Osseas, cardiovasculares,
inflamatorias e intestinais (VIDAL et al., 2012).

O termo “nutracéutico” se relaciona a uma ampla gama de alimentos e componentes
alimentares com forte apelo a saude. Incluem suplementos alimentares, nutrientes isolados,
produtos herbais, alimentos enriquecidos com determinados ingredientes ou alimentos
processados (MORAES; COLLA, 2006; DOBRENOVA; GRABNER-KRAUTER;
TERLUTTER, 2015).

Os critérios para aprovagdo de alimentos funcionais, bem como para denominagdes de
alegacdes variam de acordo com a regulamentacao local ou regional. No Brasil, a legislacao
nao define “alimento funcional”. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
(1999) define “alegagdes de propriedades funcionais” — que se refere ao papel metabolico ou
fisioldgico que o nutriente ou ndo nutriente, desempenha no crescimento, no desenvolvimento,
na manutencdo e¢ em outras fun¢des normais do organismo humano. Da mesma forma,
determina “alegagdes de propriedade de saude” — a qual afirma, sugere e implica a existéncia
de relagdo entre alimento ou ingrediente e a doenga ou condicao relacionadas a saude (BRASIL,
1999).

Um alimento funcional pode ser classificado de acordo com o alimento em si ou
conforme os componentes bioativos nele presentes, como, por exemplo, os probioticos, as
fibras, os fitoquimicos, as vitaminas, os minerais, as ervas, os acidos graxos 6mega-3, além de
determinados peptideos e proteinas. Existem outras duas formas de classificagdo desses
alimentos: quanto a fonte, podendo ser de origem vegetal ou animal; ou quanto aos beneficios
que oferecem, atuando em seis areas do organismo (no sistema gastrointestinal, no sistema

cardiovascular, no metabolismo de substratos, no crescimento, no desenvolvimento e
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diferenciagdo celular, no comportamento das fungdes fisioldogicas e como antioxidantes)
(ARVANITOYANNIS; HOUWELINGEN-KOUKALIAROGLOU, 2005; CASEMIRO;
RAMOS, 2014).

A inovacdo voltada a estes alimentos e produtos funcionais tornou-se uma forte
tendéncia nos setores farmacéutico e alimenticio (DE BARCELLOS et al., 2012). Varios sao
os fatores que estimulam o desenvolvimento deste mercado, dentre os quais se destacam: o
aumento da expectativa de vida; o elevado custo dos servicos de satde; os avancos na
tecnologia de alimentos e ingredientes; a necessidade que as institui¢cdes de pesquisa tém de
divulgar os resultados de suas investigacdes; diferentes tipos de midia que proporcionam uma
maior cobertura de propagandas; e as questdes de satide, em que se observa um maior interesse
da populacdo por uma melhor qualidade de vida(ARVANITOYANNIS; HOUWELINGEN-
KOUKALIAROGLOU, 2005; OLIVEIRA, et al. 2012).

O mirtilo pode ser considerado um alimento funcional porque responde as exigéncias
de tal defini¢do, implicando que o desenvolvimento de novos produtos que contenham esta fruta
processada ¢ uma area promissora dentro da industria alimenticia. Segundo Casemiro e Ramos
(2014) e Oliveira, et al. (2012), o consumidor esta exigindo alimentos que suprem suas
necessidades nutricionais, e que possam contribuir para o fortalecimento da sua saude e
manuten¢do do seu bem-estar, além de retardar o aparecimento de doengas e o processo natural

de envelhecimento.

2.2 MIRTILO

O mirtilo (ou blueberry, em inglés), do género Vaccinium e familia Ericaceae (WANG
et al., 2015) pertence ao grupo das frutas vermelhas e tem formato de uma pequena baga que
cresce em um arbusto caducifolio baixo, de 1 a 2 metros de altura. De sabor ligeiramente
agridoce, o mirtilo apresentam colora¢do avermelhada a azulada quando maduros e sdo cobertos
por uma cera denominada pruina (Figura 1) (ANTUNES e HAFFMANN, 2002;
CANTUARIAS-AVILES, 2014).
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Figura 1 - Mirtilos

Fonte: Sousa (2007).

Ao mesmo tempo em que apresenta baixo teor de lipidio, proteina e sodio, a composicao
quimica do mirtilo ¢ bem variada ao se tratar de vitaminas e minerais, além de apresentar alto
teor de umidade, fibras e acticares. Exibe uma consideravel quantidade das vitaminas A, B, C
e acido folico (B9), e dos minerais célcio, potdssio, magnésio, fosforo, ferro, manganés.
(MORAZZONI; BOMBARDELLLI, 1996; SILVEIRA; VARGAS; ROSA, 2007; DEL BO et
al., 2015).

Pode-se dizer que o mirtilo € uma das frutas que mais cresce em consumo no mundo
(MORAZZONI; BOMBARDELLI, 1996; WANG, et al., 2015). Sua procura e aceitabilidade
pela populagdo ¢ atribuida a disseminagdo das pesquisas que confirmam o potencial terapéutico
da fruta a satde humana. A presenca de compostos fenolicos como as antocianinas e
antocianidinas, resveratrol, taninos, acido malico, citrico e tartarico, conferem ao mirtilo
importante atividade antioxidante (DEL BO et al., 2015). Em um estudo realizado por Prior et
al. (1998) evidenciou-se que o mirtilo possui a maior atividade antioxidante comparado a outros
42 tipos de frutas e vegetais.

Mundialmente, a produgdo comercial de mirtilo ocorre principalmente na América do
Norte (EUA e Canad4), na Europa (Polonia, Alemanha) e também em paises do Hemisfério Sul
(Chile, Argentina, Uruguai, Australia). Em todas as regides, a produ¢cdo mundial de mirtilo tem

aumentado de forma significativa. Entre 1998 e 2011, a produ¢do comercial cresceu de 143.704
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para 467.048 toneladas (FAO, 2015). Isto se deve ao maior consumo de mirtilo no Hemisfério
Norte, impulsionado pela crescente demanda de alimentos com potencial funcional. No mesmo
periodo, a area mundial colhida em mirtilo aumentou em 60%, de 48.903 para 81.091 hectares
(BRAZELTON, 2013).

A introdug¢ao da cultura de mirtilo no Brasil ocorreu na década de 80, inicialmente no
estado do Rio Grande do Sul. Todavia, foi nos anos 2000 que ocorreu a maior expansao do
cultivo comercial desta fruta na regido sul, estimulada pela crescente demanda mundial e pelos
atrativos precos no mercado europeu (CANTUARIAS-AVILES, 2010). Segundo Fachinello
(2008), a area cultivada no Brasil ¢ superior a 150 hectares, sendo que o Rio Grande do Sul
ainda ¢ o estado que mais se destaca na produ¢do de mirtilo, com uma area plantada de 65
hectares e uma producgao em torno de 150 toneladas.

Entretanto, por consequéncia de as condigdes climaticas serem exigentes para o cultivo
do mirtilo, o plantio do fruto é pouco disseminado no pais, o que torna caro o custo do produto.
A disponibilidade de agua, clima favoravel e terras aptas caracterizam o RS como um bom local
para o cultivo desta fruta (SILVEIRA; VARGAS; ROSA, 2007).

Esta fruta pode ser classificada em trés grandes grupos principais: rabbiteye, lowbush e
highbush. Segundo Zen (2010), os cultivares do primeiro grupo adaptam-se em regides de
pouco frio (cerca de 300 horas de frio), enquanto as do grupo highbush se adaptam melhor em
regides mais frias, que geralmente coincidem com as de maior altitude. Ja a lowbush ¢é a que

mais necessita de frio (acima de 1000 horas de frio por ano).

2.2.1 Atividade antioxidante no mirtilo e beneficios a satde humana

As pesquisas sobre compostos bioativos t€ém aumentado devido a sensibilizacdo dos
consumidores pelos seus beneficios associados @ manutencao da saude e bem-estar. Entre estes
compostos, aqueles que estdo relacionados a atividade antioxidante sdo mais frequentemente
investigados pelos pesquisadores devido a sua capacidade de estabilizar ou desativar radicais
livres, evitando danos estruturais celulares (PAZ et al., 2015).

Além da elevada capacidade antioxidante do mirtilo estar relacionada com o seu
conteudo total de compostos fenodlicos, principalmente na forma de antocianinas, o acido
ascorbico (vitamina C) também apresenta uma pequena contribuicdo para atividade
antioxidante. (SUN et al., 2002; REQUE et al., 2014). Estes compostos concentram-se
principalmente na pele dos frutos, em vacuolos de células ligados a agtcares que conferem a

fruta estabilidade e solubilidade em agua (REQUE et al., 2014).
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A capacidade que os compostos fendlicos apresentam de inativar os radicais livres,
formados a partir de espécies reativas de oxigénio, ¢ atribuida a presenca de grupamentos
hidroxilas (OH—) que possuem capacidade de se ligar a estes radicais livres presentes no
organismo e impedir a sua a¢do, que poderia causar danos e/ou oxida¢do de componentes de
células. (WANG et al., 2015).

O termo radical livre ¢ frequentemente utilizado para designar qualquer atomo ou
molécula contendo um ou mais elétrons desemparelhados nos orbitais mais externos, o que
tornam estas moléculas altamente reativas, capazes de reagir com qualquer composto que esteja
proximo, possuindo papel oxidante. Sendo assim, a formacao de espécies reativas de oxigénio
e radicais livres ocorre no metabolismo bioldgico normal, porém com maior énfase em
circunstancias patoldgicas ou no processo de envelhecimento (GRACE, 1994; MARRONI;
MARRONI, 2002).

Alimentos ricos em compostos fendlicos possuem fungdo antioxidante e podem atuar
beneficamente sobre os radicais livres. Muitos estudos t€ém demonstrado que estes alimentos
desempenham papel fundamental na prevencao de diversas patologias, ja que a producao
exagerada de espécies reativas de oxigénio estd envolvida na etiologia de diversas doengas, tais
como cancer, dislipidemias, doengas neurodenegerativas, doengas inflamatorias, problemas
cardiovasculares, doengas decorrentes do envelhecimento, entre outras que afetam a qualidade
de vida dos individuos (CODY; MIDDLETON; HARBORNE, 1986; AMARAL, 2005;
PARANA, 2011; DENG et al., 2013). Em um estudo experimental, Pervin et al. (2016)
comprovaram o efeito terapéutico de extrato de mirtilo na regulacdo dos mediadores

inflamatorios ocasionados por colite ulcerativa induzida em ratos.

2.2.1.1 Determinacao da capacidade antioxidante

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de substancias
biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com substratos lipidicos a ensaios
mais complexos utilizando as mais diversas técnicas instrumentais (SANCHEZ-MORENO,
2002).

Estes testes tém se tornado ferramentas usuais e extremamente necessarias na selecao
inicial de substancias que possam ser utilizadas como farmacos, auxiliando os pesquisadores
na avaliacdo da atividade de substancias isoladas de produtos naturais, bem como obtidas de
fontes sintéticas. Além disso, estes métodos podem auxiliar na escolha das espécies de planta

para estudos quimicos e farmacologicos, bem como grau de maturagdo, condigdes ambientais,
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etc. e comprovar a presenca de substancias antioxidantes em alimentos como frutas, legumes e
bebidas, ressaltando a importancia de uma dieta rica em vegetais (ALVES et al., 2010).

Devido aos diferentes tipos de radicais livres e as suas diferentes formas de atua¢ao nos
organismos vivos, dificilmente existira um método simples e universal pelo qual a atividade
antioxidante possa ser medida precisa e quantitativamente. Assim, a busca por testes mais
rapidos e eficientes tem gerado um grande numero de métodos para avaliar a atividade de
antioxidantes naturais pelo uso de uma grande variedade de sistemas geradores de radicais
livres (ALVES et al., 2010).

Devido a larga divergéncia dos resultados de testes com antioxidantes naturais em
alimentos, muitos protocolos e diretrizes tém sido estabelecidos no sentido de trazer ordem e
concordancia a este importante campo (FRANKEL; FINLEY, 2008). Para se ter uma avaliacao
mais precisa da atividade antioxidante de uma determinada substincia, € necessario saber quais
tipos de radicais sdo gerados, como, onde e a extensdo do dano causado. Assim, o entendimento
sobre os efeitos dos compostos antioxidantes somente pode ser aperfeicoado se metodologias
mais especificas forem utilizadas, e se estas forem capazes de definir quais produtos sdo
formados e inibidos pelos antioxidantes, € em quais condic¢des, sistemas e alvos de protecao
(HALLIWELL et al., 1995).

Halliwell (2000) propde algumas questdes que devem ser usadas para avaliar a acao
antioxidante in vivo, que podem ser respondidas por experimentos simples e seu resultado nos
permite rejeitar um possivel antioxidante, pois um composto que exibe baixa atividade
antioxidante in vitro provavelmente exibira pouca atividade in vivo.

O efeito do sequestro de radicais ¢ determinado ndo somente pela reatividade do
antioxidante com o radical, mas também pela sua concentra¢cdo. Embora muitos antioxidantes
reajam rapidamente com o radical hidroxil, muitas moléculas bioldgicas, que sdo mais
abundantes que os antioxidantes, reagem também rapidamente com esse radical. Por isso ¢
praticamente impossivel para algum antioxidante sequestrar o radical hidroxil efetivamente.
Outro ponto importante ¢ saber onde os radicais livres sdo produzidos, e se o antioxidante ¢
capaz de alcangd-los. Por exemplo, a vitamina C ¢ um potente sequestrador para radicais
hidrofilicos, mas pobre frente a radicais lipofilicos (NIKI, 2002).

Os testes antioxidantes em alimentos e sistemas biologicos podem ser classificados em
dois grupos: os ensaios usados para avaliar peroxidagao lipidica, no qual um lipidio ou substrato
lipoproteico sob condigdes padrao ¢ usado e o grau de inibi¢do da oxidacdao ¢ medido, e os
ensaios usados para medir a habilidade de sequestro de radicais livres (SANCHEZ-MORENO,
2002).



21

2.2.2 Compostos fendlicos

Frutas vermelhas sdo, em geral, excelentes fontes vegetais de compostos bioativos,
como os compostos fenolicos (PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005). O mirtilo, por
fazer parte deste grupo de frutas, possui em sua composi¢cdo uma vasta combinacdo desses
compostos fenolicos. As principais subclasses de fendlicos presentes no mirtilo sdo os
flavonoides (antocianinas, flavandis e flavonois), os estilbenos (resveratrol), os acidos fendlicos
(derivados dos acidos cinamicos ¢ benzoicos) e os taninos (FRANCIS, 2000; SOUZA, et al.,
2014).

Os compostos fenolicos sdo encontrados amplamente em plantas e sdo um grupo muito
diversificado de fitoquimicos derivados da fenilalanina e tirosina. Originam-se do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reproducdo. Além disso, se
formam em condigdes de estresse como infec¢des, ferimentos e radiagdes UV, atuando como
agente antipatogénico (NACZK; SHAHIDI, 2004). Em alimentos, sdo responsaveis pela
pigmentacgao, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa (PELEG; BODINE; NOBLE, 1998;
NACZK; SHAHIDI, 2004).

Compostos fenolicos sao assim denominados por fazer parte do grupo de compostos
quimicos que possuem mais de um anel fendlico por molécula. As estruturas de polifendis
naturais variam de moléculas simples, como &cidos fenolicos, para compostos altamente
polimerizados, tais como taninos. Por apresentarem estruturas variadas, sdo multifuncionais.
Existem cerca de cinco mil fenodis, dentre eles destacam-se os flavonoides, acidos fenodlicos,
fenois simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferéis (HARBORNE; BAXTER; MOSS,
1999; CHENG et al., 2014).

Nos vegetais, os compostos fenolicos estdo presentes na forma livre (agliconas) ou
ligados a acucares (glicosideos) e proteinas (BRAVO, 1998; DEGASPARI;
WASZCZYNSKY]J, 2004). Ribéreau-Gayon (1968) classificou estes compostos em trés
categorias: pouco distribuidos na natureza, polimeros e largamente distribuidos na natureza.

Na familia dos compostos pouco distribuidos na natureza, encontra-se um niimero bem
reduzido, embora com certa frequéncia. Neste grupo estdo os fenois simples, o pirocatecol, a
hidroquinona e o resorcinol. Pertencem ainda a esta familia os aldeidos derivados dos acidos
benzodicos, que sao constituintes dos 0leos essenciais, como a vanilina. Ja os polimeros sao
alguns fenolicos que nao se apresentam na forma livre nos tecidos vegetais, € o caso dos taninos

e das ligninas (SOARES, 2002).
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No grupo dos compostos largamente distribuidos na natureza estdo os fendlicos
encontrados geralmente em todo reino vegetal, mas as vezes podem estar localizados em uma
sO planta. Este grupo pode-se dividir em flavonoides (antocianinas, flavonois e seus derivados),
acidos fendlicos (acidos benzodico, cinamico e seus derivados) e cumarinas (KING; YOUNG,
1999).

Os flavonoides sao compostos de baixa massa molecular, consistindo em 15 atomos de
carbono, organizados na configura¢do Cs—C3—Cs (HARBORNE; BAXTER; MOSS, 1999). Sua
estrutura quimica consiste em dois anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés

carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura quimica dos flavonoides

O

C
=

Fonte: Angelo; Jorge (2007).

O anel aromatico A ¢ derivado do ciclo acetato/malonato, enquanto o anel B ¢ derivado
da fenilalanina (MERKEN; BEECHER, 2000). Variagdes em substitui¢do do anel C padrao
resultam em importantes classes de flavonoides, como flavondis, flavonas, flavanonas,
flavandis (ou catequinas), isoflavonas e antocianidinas. Substituicdes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides. Estas substituicdes podem incluir
oxigenacao, alquilagdo, glicosilacdo, acilacdo e sulfacgdo (HOLLMAN; KATAN, 1999;
AHERNE; O’BRIEN, 2002).

Os 4cidos fenodlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula, conferindo
propriedades antioxidantes para os vegetais (SOARES, 2002). Consistem em dois grupos: os

derivados do acido hidroxibenzoéico e os derivados do acido hidroxicindmico (Figura 3).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoéicos (a) e hidroxicindmicos (b)
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Acido p-hidroxibenzdico: R, =R, = H
Adido protocatecuico: R, = OH, R, = H
Acido vanilico: R, = OCH,, R,= H
Adido sringico: R, = R, = OCH,
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R; "~ COOH
Acido p-cumédrico: R, =R, =H
Acido caféico: R, = OH, R, = H
Acido ferulico: R, = OCH,, R,=H

Fonte: Angelo; Jorge (2007).

Os 4cidos hidroxibenzoicos incluem os 4acidos galico, p-hidroxibenzoico,
protocatecuico, vanilico e siringico, que tém estrutura comum, C6—C1 26; enquanto os acidos
hidroxicinamicos, sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral
(C6—C3), como os acidos caféico, ferulico, p-cumadrico e sinaptico (BRAVO, 1998), sendo estes
antioxidantes mais ativos do que os derivados do 4cido benzoico (BALASUNDRAN;
SUNDRAN; SAMMAN, 2006). Isso se deve a dupla ligacdo presente na molécula dos
derivados do 4cido cindmico, que participa da estabilidade do radical por ressondncia de
deslocamento do elétron desemparelhado, enquanto que os derivados do acido benzdico ndo
apresentam essa caracteristica (WANASUNDARA; AMAROWICZ; SHAHIDI, 1994).

Os taninos possuem a massa molecular relativamente alta, constituindo uma classe de
polifenois e, segundo a estrutura quimica, sao classificados em taninos hidrolisaveis e taninos
condensaveis (OSZMIANSKI, et al., 2007).

Taninos condensaveis, denominados proantocianidinas, sdo oligdmeros e polimeros de

flavan-3-ol (catequina) e/ou flavan-3,4-diol (leucocianidina), produtos do metabolismo do
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fenilpropanol (Figura 4). As proantocianidinas, assim denominadas, provavelmente pelo fato
apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e
delfinidina, apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrdes de substitui¢des
entre unidades flavanicas, diversidade de posi¢des entre suas ligacdes e estereoquimica de seus

compostos (MONTEIRO, et al., 2005).

Figura 4 - Estrutura quimica de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol
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Fonte: Angelo; Jorge (2007).

Os taninos hidroliséveis sdo ésteres de acidos galico e elagicos glicosilados, formados a
partir do chiquimato, onde os grupos hidroxilas do agucar sdo esterificados com os acidos
fendlicos. Os taninos elagicos sdao muito mais frequentes que os galicos, e € provavel que o
sistema bifenilico do 4cido hexaidroxidifenilico seja resultante da ligacdo oxidativa entre dois

acidos galicos (KING; YOUNG, 1999; BURNS, et al., 2000; PORTER, 1989).

2.2.2.1 Antocianidinas e antocianinas

As antocianidinas sdo as estruturas basicas das antocianinas. Quando as antocianidinas

estdo na forma glicosilada, ou seja, ligadas a um acucar, elas sdo chamadas antocianinas
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(KONG et al., 2003). Dentre as encontradas na natureza, apenas seis estdo presentes em
alimentos: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina, que diferem
entre si quanto ao nimero de hidroxilas e grau de metilacdo, presentes no anel B (Figura 5)

(MACHEIX; FLEURIT; BILLOT, 1990; KONG et al., 2003).

Figura 5 - Estruturas das antocianidinas mais comuns em alimentos de origem vegetal

R1 R2 Antocianidina
H H Pelargonidina
OH H Cianidina
OH OH Delfinidina
OH OCH; Petunidina
OCHj; H Peonidina

OCH; OCH; Malvidina

Fonte: Pascual-Tereza; Moreno; Garcia-Vigueira (2010)

Antocianinas pertencem a uma das subclasses dos flavonoides e representam os
compostos fenolicos presentes em maior quantidade no mirtilo, que tém expressiva presenga na
casca do fruto. Na polpa, por sua vez, as procianidinas estdo em maior quantidade (KAISU et
al., 2008). Kalt et al., (1999) e Zen (2010) relatam que dentre as frutas vermelhas, o mirtilo
apresenta maior capacidade antioxidante, a qual ¢ diretamente ligada ao seu alto teor de
antocianinas.

Compdem o grupo de pigmentos responsaveis por grande parte das cores em flores,
frutas, folhas, caules e raizes de plantas. Esses pigmentos conferem diferentes tonalidades de
cor, oscilando entre vermelho, laranja e roxo, de acordo com condigdes intrinsecas, como o pH,
encontradas nos vegetais (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008). Além disso, a
funcdo desses importantes pigmentos ¢ de proteger as plantas de estressores ambientais, como
baixas temperaturas e luz ultravioleta (DEL BO et al., 2015).

As antocianinas sdo constituidas por dois anéis de benzeno e um anel heterociclico
central contendo oxigénio (KONCZAK; ZHANG, 2004). S3ao compostos soliiveis em agua e
sensiveis ao calor apresentando-se, na maior parte das vezes, glicosadas com agucares que
auxiliam na estabiliza¢do da molécula (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).

A estrutura das antocianinas ¢ baseada em um esqueleto C15, consistindo de um anel
aromatico ligado a um segundo anel na posi¢ao de C2. Essa estrutura ¢ completa por uma ou

mais moléculas de acucar ligadas em diferentes posi¢cdes hidroxiladas da estrutura basica
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(Figura6). As antocianinas diferem entre si pelo nimero de grupos hidroxila, nimero e natureza
dos actcares unidos a molécula, posi¢ao desse agucar e pelo nimero e natureza dos acidos

alifaticos ou aromaticos unidos aos agticares da molécula (KONG et al., 2003).

Figura 6 - Estrutura quimica das antocianinas

Fonte: Lopez; Jiménez; Vargas (2000).

O interesse por esses pigmentos se intensificou uma vez que pesquisas tém demonstrado
que as antocianinas e suas respectivas agliconas sao compostos bioativos e que, entre os varios
outros efeitos fisioldgicos, possuem capacidade antioxidante (KAHKONEN; HEINONEN,
2003; TSUDA, 2012) e propriedade anti-inflamatéria (MATSUI et al., 2002; MIGUEL, 2011),
promovem vasodilatacdo (BURNS et al., 2000; SPECIALE et al., 2014; JENNINGS et al.,
2012) e regulagao do metabolismo de lipidios; manutencdo da funcdo hepatica e fungao
cardioprotetora, por reduzir placas de ateroma (WU et al., 2013; JIA et al., 2013).

Atuam também na preven¢do da hiperglicemia (MATSUI et al., 2002), estimulam a
secrecao de insulina (JAYAPRAKASAM et al., 2005), melhoram a adapta¢do da visdo e
previnem a fadiga visual (NAKAISHI et al., 2000). Zhang, Vareed e Nair (2005) constataram
que as antocianinas cianidina, delfinidina, pelargonidina, petunidina e malvidina exercem efeito
inibitorio na proliferagdo de células cancerigenas humanas que sdo originadas no estdmago,

co6lon, mama, pulmao e sistema nervoso central.

2.3 ENCAPSULACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

A encapsulacido ¢ a tecnologia de recobrir particulas solidas ou pequenas gotas de
material liquido ou gasoso, formando cépsulas em miniatura, as quais podem liberar seu
conteudo em taxas controladas sob condicdes especificas. Tais capsulas podem apresentar

tamanhos variando desde fragdes de micron até varios milimetros, em diferentes formas,
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dependendo dos materiais e métodos utilizados em sua preparagao. O material externo é o
agente encapsulante, enquanto que o ingrediente interno ¢ o material ativo (FAVARO-
TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008; NESTERENKO et al., 2013).

As cépsulas fisicamente sdo caracterizadas pela sua forma esférica e por apresentar
aspecto solido. Nos métodos de encapsulacdo, diferentes grupos morfoldgicos podem ser
observados, sendo dois os mais comumente visualizados: (1) mononucleares, onde o material
ativo fica concentrado proximo ao centro, rodeado pelo agente encapsulante ou, (2)
multinucleares, onde o agente encapsulante forma uma rede tridimensional com varios
materiais ativos que podem estar adsorvidos, incorporados ou ligados covalentemente a matriz

(Figura 7) (FANG; BHANDARI, 2010).

Figura 7 - Representagdo da estrutura das capulas (a) mononucleares e (b) multinucleares

Unico niicleo Matriz com o agente encapsulante
¢ varios nicleos dispersos

Agente Agente
encapsulante encapsulante

Fonte: Burgain et al. (2011).

A industria de alimentos utiliza a encapsulagao por varias razdes, entre elas destacam-
se: transformar liquidos em solidos para uso em sistemas secos; reduzir a reatividade do
material ativo em relagdo ao ambiente (luz, oxigénio e umidade); diminuir as taxas de
evaporacao (compostos volateis) ou transferéncia de massa do material ativo para o ambiente;
controlar a liberagdo do material ativo até o estimulo apropriado; mascarar o sabor e o odor do
material ativo; aumentar o shelf life; e melhorar as condi¢gdes de manuseio do material ativo
através da reducdo da higroscopicidade, prevencdo da formacdo de aglomerados, dispersao
uniforme do material ativo em misturas, principalmente quando em pequenas quantidades,
dando-lhe dimensdes e superficie similares as dos demais componentes, € manutencdo da
integridade de sua estrutura (SHAHIDI; HAN, 1993; AZEREDO, 2005; MADENE et al.,
2006).
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As definigdes e empregos da encapsulagdo tém sido ampliados devido as novas
necessidades que a industria de alimentos apresenta em propriedades cada vez mais complexas
nas formulacdes, que muitas vezes s6 podem ser conferidas através da encapsulagdo (GOUIN,
2004).

A composi¢do do agente encapsulante, o qual ¢ basicamente um material com
capacidade para formar filmes, ¢ o principal determinante das propriedades funcionais das
capsulas. A escolha do agente encapsulante depende de uma série de fatores, entre eles a nao
reatividade com o material a ser encapsulado, o processo utilizado para a formacdo da
microcapsula e o mecanismo de liberagdo ideal. Muitos materiais podem ser utilizados como
cobertura para as microcapsulas, dentre eles: goma arabica, agar, alginato e carragena; os
carboidratos amido, amidos modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses
carboximetilcelulose, acetilcelulose, nitrocelulose; os lipidios parafina, mono e diacilglicerois,
oleos e gorduras; os materiais inorganicos sulfato de calcio e silicatos; as proteinas do gluten,
caseina, gelatina e albumina (JACKSON; LEE, 1991; SHAHIDI; HAN, 1993; CARMO;
FERNANDES; BORGES, 2015).

Os mecanismos de liberacao dos materiais ativos microencapsulados variam de acordo
com a natureza do agente encapsulante, sendo que normalmente ocorrem devido a mecanismos
como: variacao de temperatura e de pH, solubilidade do meio, biodegradagao, difusdo, ruptura
mecanica, permeabilidade seletiva e gradiente de concentracao existente em relagdo ao meio de
liberacdo. Cabe ressaltar que a espessura da cobertura da microcapsula pode ser modificada de

forma que a estabilidade e a permeabilidade sejam alteradas (BAKAN, 1973).

2.3.1 Goma arabica como material encapsulante

A goma arabica ¢ uma goma neutra ou levemente acida que ¢ extraida a partir do
exudado de 4arvores de Acdacia. Esta goma apresenta alta solubilidade em é4gua e baixa
viscosidade em solucdo, que reduz na presenca de um eletrolito e em pHs extremos. Podem ser
utilizadas solucdes com a concentragcdo de até 50%, sendo que acima dessa concentracdo a
dispersdo apresenta caracteristicas de gel (BE MILLER; WHISTLER, 1996).

Estruturalmente a goma ardbica ¢ um heteropolissacarideo complexo que apresenta
estrutura muito ramificada. Sua cadeia principal ¢ formada por unidades de D - galactose,
unidas por liga¢des glicosidicas em - D-1,3, apresentando diferentes estruturas em suas

cadeias laterais, como D - galactose, L-ramnose, L-arabinose e dcido D-glucurdnico, as quais
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estdao ligadas a cadeia principal por ligagdes PB-1,6 (MCNAMEE; O’RIORDAN;
O’SULLIVAN, 1998).

Esta heteroglicana complexa ¢ composta por duas fracdes: a primeira ¢ formada por
polissacarideos, com nenhum ou pouco material nitrogenado, correspondendo a 70% da
molécula; e a segunda, de maior peso molecular, apresenta uma proteina como parte integrante
em sua estrutura. Na segunda fracao os polissacarideos sdo ligados covalentemente a proteina
por ligagdes ao aminoacido hidroxiprolina e talvez a unidades de serina. O total de proteina
presente nesta fracao ¢ de aproximadamente 2%, sendo que as fracdes especificas podem conter
até 25% (BE MILLER; WHISTLER, 1996; RIBEIRO; SERAVALLI, 2004).

Em alimentos, esta goma ¢ utilizada como emulsionante e estabilizador de emulsdes do
tipo 6leo em agua. Apresenta compatibilidade com elevadas concentragdes de aglcar, fazendo
com que tenha seu uso generalizado em confeitos que apresentam alto teor de agucar e baixo
teor de agua (BE MILLER; WHISTLER, 1996). A goma arabica ¢ amplamente utilizada no
processo de encapsulacdo de compostos lipossoluveis, como limoneno (KAUSHIK, ROOS,
2007), oleo de soja (MCNAMEE; O’RIORDAN; O’SULLIVAN, 1998), azeite de oliva
(CALVO et al., 2010), pigmentos do grupo dos carotenoides (ROCHA, 2009; RASCON et al.,
2011) e flavors (KRISHNAN; KSHIRSAGAR; SINGHAL, 2005), devido a formagao de uma
emulsdo estavel e retencdo dos compostos volateis, respectivamente. Também ja foi utilizada

como material encapsulante de enzimas (RAMAKRISHNAN et al., 2007).

2.3.2 Concentrado Proteico de Soro do Leite (CPS) como material encapsulante

O soro de leite ¢ definido como o liquido esverdeado e translucido obtido apods a
precipitacdo (enzimatica ou 4cida) da caseina (JELEN, 2003). Desta forma, as proteinas do soro
de leite bovino sdao definidas como aquelas que permanecem retidas no soro do leite depois da
coagulacdo da caseina, a 20°C e pH 4.,6.

O soro contém aproximadamente 20% das proteinas originais do leite sendo este o seu
componente mais valioso (SGARBIERI, 2005). Quando a rede de caseina ¢ formada e removida
do leite para a produgdo de queijo, o fluido resultante contém aproximadamente 0,6% de
proteina e 93% de agua. Como a concentragdo das proteinas ¢ reduzida, sdo necessarias etapas
de concentragdo para viabilizar que a utilizagdo deste componente (FOEGEDING; LUCK,
2002).



30

O soro pode ser processado com simples secagem. Este processo foi utilizado com o
objetivo de apenas concentrar o conteudo do soro. Entretanto, como o produto oriundo deste
processo (simples evaporacdo) apresenta excesso de minerais, ndo € atrativo para o consumo
humano e acaba destinado a alimentacao animal (DE WIT, 2001).

O desenvolvimento de novas tecnologias de separagao por membranas (especialmente
a ultra filtracdo) com a simultanea concentragao, remog¢ao de lactose, desmineralizacao e, a
descoberta da importancia das proteinas do leite (por suas caracteristicas funcionais e/ou
nutricionais) resultaram na produ¢do de soro em p6 com reduzido contetido de minerais que
permitiu sua incorporagdo a alimentacdo humana, aumentando o valor agregado do produto
(BORGES, 2001)

A partir desta técnica, com posterior secagem do soro de leite (por spray dryer ou

liofilizacdo), € possivel obter produtos que apresentem maior razdo entre o contetido de proteina
e de solidos totais (em relagdo a razdo originalmente presente no soro). Estes produtos sdo
designados concentrados proteicos do soro de leite. Estes podem conter diferentes porcentagens
de proteinas em relagdo aos solidos (VAN DER HORST, 2000).
Inumeras pesquisas t€ém demonstrado as qualidades nutricionais e funcionais das proteinas
soluveis do soro do leite e suas vantagens em relagdo a outras fontes protéicas (HARAGUCHI,
ABREU; DE PAULA, 2006) originadas de sua composi¢do em aminoacidos que atendem a
maioria das exigéncias fisioldgicas do ser humano.

Ademais, as proteinas do soro do leite sdo conhecidas pela versatilidade de suas
propriedades tecnologicas (solubilidade, formagdo e estabilizacdo de espuma, capacidade
emulsificante e estabilidade das emulsdes, gelificacdo, formacdo de filmes comestiveis e
biodegradaveis, absor¢ao e retencao de dgua e de gordura, melhoria nas propriedades sensoriais,
ligacdo de aroma e sabor e formacao de microparticulas) que sdo responsaveis por sua vasta
utilizacao em produtos alimenticios (MODLER, 2000).

A maior fragdo proteica do soro compreende as lactoalbuminas. Esta fracdo contém trés
classes de proteinas: a B-lactoglobulinas (B-Lg), a a-lactoalbumina (a-La) e a soro albumina
(BSA), que representam aproximadamente 50, 20 e 10% do total de proteinas do soro
respectivamente (FOX; Mc SWEENEY, 1998).

Como a B-Lg e a a-La compde a maior parte das proteinas do soro (cerca de 70%) suas
caracteristicas e propriedades influenciam fortemente as funcionalidades do concentrado
proteico do soro de leite (CPS). Estas proteinas constituem um grupo bastante diversificado

com caracteristicas estruturais bem diferentes, apresentam estrutura globular e anfifilica
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contendo algumas pontes dissulfeto, que lhes conferem certo grau de estabilidade estrutural
(NICORESCU et al., 2008).

A B-lactoglobulina ¢ uma proteina globular com 162 residuos aminodcidicos incluindo
uma propor¢ao relativamente alta de aminoacidos com cadeias ramificadas (como a leucina,
isoleucina e valina) que conferem a proteina uma estrutura particular na forma de um célice
achatado formando uma cavidade (bolso) hidrofobica (JELEG, 2003). A cavidade formada por
possuir carater fortemente hidrofobico pode servir de sitio de ligacdo para uma gama de
compostos de baixo peso molecular, incluindo os 4cidos graxos, retinol e pequenos compostos
hidrofobicos (KONTOPIDIS; HOLT; SAWYER, 2002).

A o-lactoalbumina ¢ uma pequena metaloproteina globular com a estrutura bem
estabilizada por pontes dissulfeto. E composta por 123 aminoacidos e apresenta a forma de um
elipsoide, com uma profunda fenda, dividindo a molécula em dois lobos: um grande composto
principalmente de estruturas em a-hélices e outro menor em que predominam as estruturas de
folhas B-pregueada (PERMYAKOV; BERLINER, 2000).

A estrutura global tridimensional ¢ estabilizada por um centro de ligagao de Ca2 + que
esta localizado no bolso formado por um loop entre duas a-hélices ligando os lobos da estrutura.
Nesta cavidade (bolso) o ion de célcio ¢ retido pelos oxigénios “ligantes” dos grupos
carboxilicos de trés residuos do aminoacido asparagina e dois grupos carbonilas (dos residuos
79 e 84) (PERMYAKOV; BERLINER, 2000).

Quando o pH ¢ reduzido abaixo de 5, os residuos de asparagina tornam-se protonados
(ou seja, os protons competem com o Ca2+ pelos oxigénios dos carboxilatos) e perdem a
habilidade de reter o calcio (PERMYAKOVA; BERLINER, 2000).

De forma geral, as proteinas do soro de leite sdo soluveis em uma ampla faixa de pH (exceto
na faixa de pH correspondente ao ponto isoelétrico) e estabilizam emulsdes formando um
“filme” interfacial entre os componentes hidrofobicos e hidrofilicos do sistema. Além disso,
pelas caracteristicas das principais proteinas presentes no CPS, este produto tem sido descrito
como bom material de parede e eficiente para encapsulagdo de compostos volateis

(ONWULATA et al.,1994).

2.4 PROCESSO DE ATOMIZACAO

A secagem por atomizac¢do, também conhecida como spray drying, consiste na
transformagdo de um produto liquido em sélido, normalmente em forma de p6, por meio de

uma corrente de ar aquecida (FELLOWS, 2006). Dependendo das condi¢des operacionais, a
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secagem por atomizacao pode produzir pds com particulas que variam entre um minimo de 10-
50 um, a particulas maiores que variam entre 2 ¢ 3 mm (GHARSALLAOUI et al., 2007;
TONON, 2009).

A aplicacdo deste processo iniciou-se no século XVIII, com a secagem de ovos. Em
nivel industrial, a utiliza¢ao da atomizacdo comegou na primeira metade do século XX, com a
produgdo de leite e sabdo, ambos na forma de pd. A secagem em aparclho de spray dryer se
tornou bastante utilizado, especialmente para a secagem de produtos termossensiveis, como
alimentos e materiais de origem biologica, devido ao pequeno tempo de residéncia do produto
na camara de secagem, mantendo a temperatura das particulas baixas e prevenindo as mesmas
de uma possivel degradacao térmica (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Dentre os produtos
sensiveis ao calor preservados pela atomizacdo, destacam-se: vitaminas, minerais,
antioxidantes, proteinas, micro-organismos, produtos obtidos a partir de plantas, corantes,
enzimas, acidos, aromatizantes, edulcorantes, lipideos, dentre outros (GOULA;
ADAMOPOULOS, 2005; HIJO et al., 2015).

As principais etapas no processo de secagem por atomizacao incluem: a atomizagao; o
contato do liquido com o ar quente; a evaporacao das goticulas de agua; e a separagdo do
produto seco do ar umido (GHARSALLAQUI et al. 2007). As vantagens do método por spray
drying sdo a sua rapidez e custo relativamente baixo. A técnica ¢ altamente reprodutivel e sua
caracteristica mais importante consiste na sua adequac¢do para aplicacdes industriais
(BURGAIN et al., 2011).

A atomizacao do produto liquido em pequenas goticulas, obtidas por pressao ou energia
centrifuga, ocorre com a transferéncia de calor do liquido com o ar seco. O contato do liquido
com o ar quente € o inicio da fase de secagem do liquido durante a atomizag¢do, onde o contato
do ar pode ser feito através de corrente normal (pulverizacdo na mesma dire¢do do ar) e
contracorrente (fluxo de ar em dire¢do oposta a pulverizacao do liquido). A temperatura do ar
de secagem varia entre 150 e 220° C na entrada e 50 a 80° C na saida, evitando possiveis
degradagdes do produto final por altas temperaturas. A evaporacdo das goticulas de agua ¢
realizada pela transferéncia de calor entre o ar quente e o liquido a ser atomizado, bem como o
balango de temperatura e pressao parcial de vapor. J& a separacao do produto seco do ar imido
ocorre quando as particulas mais densas sdo recuperadas na base da camara de secagem,
enquanto as mais finas passam por um compartimento conhecido como ciclone, onde as

mesmas sao separadas do ar umido (GHARSALLAOQOUI et al., 2007).
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Os produtos obtidos a partir da secagem por atomizagao podem ser afetados por:
propriedades do produto a ser atomizado; procedimento de funcionamento do atomizador;
velocidade e temperatura (entrada e saida) do ar de secagem (TONON, 2009).

A eficiéncia do processo de secagem por atomizagao ¢ baseada no aumento da area de
contato entre o produto a ser seco € o agente responsavel pela secagem do mesmo, nesse caso
o ar quente. Esse principio pode ser entendido como uma esfera que toma a forma quando ¢
atomizada pelo spray dryer, ocorrendo a redugdo do diametro da esfera pela metade e,
posteriormente, aumentando a superficie de contato em cerca de oito vezes na area superficial.
O fato de gerar uma alta area de contato por grama de liquido ¢ inigualavel na secagem por
atomizacdo (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Devido a presenga de agucares e acidos de baixa massa molecular que apresentam
temperatura de transicdo vitrea baixa, os sucos de frutas desidratados podem apresentar algumas
caracteristicas negativas como higroscopicidade e pegajosidade do produto final, aderindo as
paredes do secador e proporcionando ao produto desidratado caracteristicas como dificuldades
de manipulacdo, transporte, armazenamento (GOULA & ADAMOPOULOS, 2005;
JAYASUNDERA et al., 2009; WANG & LANGRISH, 2009; PAGANI, 2010). O diagrama

esquematico do Spray dryer esta representado na Figura 8.

Figura 8 - Diagrama esquematico do spray dryer
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Fonte: Labmaq (2003).

2.5 LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

Embora existam ensaios quimicos relativamente simples para avaliagdo da capacidade

antioxidante, estes ndo sao representativos das condigdes celulares do homem. Tendo em vista
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que antioxidantes assumem papel importante na medicina preventiva € necessario que as
informacodes sejam obtidas a partir de sistemas biologicos (FUKUMOTO; MAZZA, 2000).

A avaliagdo da capacidade antioxidante empregando animais de laboratorio €, em geral,
de dificil execucdo e necessita de um numero elevado de animais para assegurar resultados
estatisticamente significativos. Ja os ensaios realizados com microrganismos sao faceis, rapidos
e podem utilizar um grande numero de células com as mesmas caracteristicas genéticas
(HENRIQUES et al., 2001).

Varias razdes tornaram a levedura Saccharomyces cerevisiae um dos melhores modelos
de sistema eucaridtico unicelular para estudos de estresse oxidativo. Seu metabolismo ¢
semelhante ao de eucariotos superiores, com mecanismos proprios de ativagdo metabolica
(citocromo P450) e de destoxificagdo, que ndo estdo presentes em bactérias. Os ensaios em
células eucaridticas permitem a avaliacdo da atividade antioxidante de inimeros compostos de
forma rapida, econdmica e reprodutivel e os resultados obtidos podem ser mais facilmente
extrapolados para o homem, do que os obtidos em ensaios quimicos (SOARES et al., 2003).

As semelhancas funcionais e estruturais entre as células de levedura e de mamiferos,
aliadas a facilidade de manipulagao genética destes microrganismos, tem levado a que as
leveduras sejam amplamente utilizadas como modelos celulares em estudos toxicolégicos, no
estabelecimento de diagndsticos de toxicidade de variados produtos de natureza antropogénica,
como os fitofarmacos, os residuos da industria quimica ou compostos de origem natural (LIMA;
MOTA, 2003).

Em qualquer organismo aerobio eucariota, as espécies reativas de oxigénio (ROS)
ocorrem naturalmente no ambiente celular como subprodutos da respiragdo mitocondrial
(CARMEL-HAREL et al., 2001). Devido a elevada reatividade que estas espécies quimicas
exibem, podem provocar elevados danos celulares como a oxidagdo de proteinas, a inativacao
enzimatica, a peroxidacdo lipidica e mutacdes ao nivel do DNA que, em situagdes extremas,
podem levar a morte celular (JAMIERSON, 1998; BARBOSA et al., 2010).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabolicos culminou no
desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante, que t€m o objetivo de limitar os niveis
intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos decorrentes
(BARBOSA et al., 2010).

A instalagdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geragao excessiva de radicais livres ou
em detrimento da velocidade de remocdo desses. Tal processo conduz a oxidagdo de

biomoléculas com consequente perda de suas fungdes biolodgicas e/ou desequilibrio
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homeostatico, cuja manifestagdo ¢ o dano oxidativo potencial contra células e tecidos
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004).

Os antioxidantes sejam naturais ou sintéticos, possuem elevada estabilidade oxidativa
em func¢do de sua estrutura molecular e, por isso, desempenham papel fundamental na
prevencdo da oxidagdo resultante da acao dos radicais livres (ANDRADE-WARTHA, 2007).
Os sistemas antioxidantes existem sob a forma de compostos enzimaticos € nao enzimaticos. O
sistema antioxidante enzimatico inclui a superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GSH-PX), glutationa redutase (GSH-Rd) e a catalase (CAT). Estas enzimas sdo responsaveis
pela remogao do anion superdxido (O2-—), hidroperdxidos organicos e peroxido de hidrogénio
(H202), respectivamente (LUSHCHAK; GOSPODARYOV, 2005; PIETTA, 2000; YU, 1995).
Ja o sistema antioxidante ndo enzimatico relaciona-se com um grupo de antioxidantes que
podem ser congregados em compostos produzidos in vivo, como ¢ o caso da glutationa, da
ubiquinona e do acido trico, ¢ em compostos obtidos diretamente da dieta, tais como o a-
tocoferol (vitamina E), betacaroteno (pro-vitamina A), acido ascorbico (vitamina C), e
compostos fendlicos onde se destacam os flavonoides e poliflavonoides (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; LUZ et al., 2011).

O melhor exemplo conhecido de um sistema de defesa antioxidante enzimaético ¢ a
glutationa (GSH), um tripeptideo (y-L-glutamil-L-cystinylglycine). GSH atua como um
eliminador de radicais com seu grupo redox sulfidrilo ativo, este reage com o oxidante para a
formacao de glutationa oxidada (GSSG). A glutationa reduzida (GSH) ¢, possivelmente, a mais
abundante molécula redox eliminadora de radicais livres das células. Consequentemente, o seu
papel na manutencdo do estado redox celular ¢ muito importante (CHIOU; TZENG, 2000;
HATEM et al., 2014; JAMIESON, 1998; ROVER JUNIOR et al., 2001).

As enzimas glutationa peroxidases (GPXs) pertencem a uma familia de enzimas
filogeneticamente relacionadas, estas detoxificam uma variedade de metabdlitos de oxigénio
reativos e, portanto, protegem contra danos oxidativos (ROVER JUNIOR et al., 2001; URSINI;
MAIORINO, 2013). Elas catalisam a redugdo de H>O> pela GSH: 2 GSH + H202 — 2 H2O +
GSSG. No ciclo da glutationa, a GSH ¢ regenerada através da glutationa-redutase (GR): GSSG
+ NADPH + H+ — 2 GSH + NADP+. GPXs tém sido conhecidas por catalisar a redug¢ao de
H>0> ou hidroperoxidos organicos a agua ou os alcoois correspondentes, usando glutationa
(GSH) como redutor (HERBETTE et al., 2007).

A glutationa reduzida (GSH) ¢ utilizada pelas glutationa peroxidases (GPXs) que
reduzem o H»O; e peroxidos organicos e formam GSSG. GPXs protegem as proteinas e

membranas celulares contra a oxidacao (MEISTER, 1988). Foi reportado que o conteudo de
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glutationa intracelular em células na fase estacionaria € aproximadamente 3 vezes maior do que
em c¢lulas em fase log, o que mostra que o nivel de glutationa intracelular também pode ser um
dos fatores que determinam a resisténcia contra diferentes estresses em leveduras (IZAWA et
al., 1995).

O retorno ao equilibrio redox apds o estresse oxidativo depende da coordenacdo
adaptativa de respostas entre as vias de sinalizagdo associadas ao estado redox, fatores genéticos
regulatorios e os antioxidantes. A participacdo da glutationa na fisiologia do metabolismo
celular reflete a importancia desta molécula em a) a desintoxicagdo de perdxidos altamente
reativos por conjugacdo de eletrofilos e metais através da reagdo da glutationa acoplada a
peroxidase, (b) a manutencao da integridade das proteinas intracelulares, reduzindo ligagdes

dissulfeto e regulando a sua sintese; e (c) a regulacdo do equilibrio redox celular (HADDAD et
al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida nos laboratérios da Universidade de Passo Fundo - UPF,
em Passo Fundo-RS e nos laboratérios do Nucleo de Experimentagdo e Estudos Analiticos do
Instituto Federal do Rio Grande do Sul, campus Sertao-RS. A realizagdo dos experimentos se

estendeu durante os ultimos 12 meses.

3.1 MATERIA-PRIMA

Foram adquiridos cinco quilogramas (5 kg) de mirtilos da espécie Vacciniun ashei,
grupo Rabbiteye e variedade “Climax”, colhidos no més de janeiro de 2016, de um produtor
localizado no municipio de Erechim-RS

As frutas chegaram aos laboratorios da UPF em caixas térmicas resfriadas com gelo,
devidamente embaladas em sacos de 1 kg de polietileno resistentes e fechados, na temperatura
em torno de 4°C. Para o armazenamento, as amostras foram novamente envoltas por outro saco
de polietileno e também por papel pardo para evitar o contato com a luz e, entdo, armazenadas

em freezer (-18° C) até o momento dos experimentos.

3.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MIRTILO

Para a caracterizagdo fisico-quimica preparou-se a amostra triturando-se em
liquidificador (marca Poli, modelo TR-02), 300 g de mirtilo previamente descongelados, exceto
para a analise da cor em que se avaliou o mirtilo in natura.

A amostra triturada foi acondicionada em um recipiente de vidro com tampa, envolto de
papel aluminio, sob refrigeracdo (4° C) até a realizacao dos testes. Todas as andlises e

determinagdes foram realizadas em triplicatas.

3.2.1 Determinacéo do pH

O pH foi determinado a 25° C utilizando-se uma massa triturada de mirtilo (1:1) em um
béquer de 10 mL. O pH foi lido em aparelho pHmetro (marca Digimed, modelo DM-22)

previamente calibrado com solug¢des tampao na faixa de pH 4,0 e 7,0.
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3.2.2 Determinacdo da acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada pelo método de volumetria potenciométrica segundo
metodologia do manual de Adolfo Lutz (2005). Usou-se um pHmetro (marca Digimed, modelo
DM-22) que foi calibrado com solugdes-tampao na faixa de pH 7,0 e 4,0, de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Mediu-se 5 g da amostra homogeneizada e colocou-se em um béquer (300 mL), diluiu-
se em 100 mL de agua destilada e agitou-se a mistura moderadamente. Inseriu-se o eletrodo do
pHmetro na solugdo. Apos titulou-se com solugdo de hidroxido de sodio (0,1 mol/L™!) até a
faixa de pH de 8,2 a 8,4. O volume gasto de hidroxido foi anotado e o valor da acidez, expresso

em % de solugdo normal, tal como mostra a Equagao 1.

. vx10
Acidez = ( -

) (1)

Em que:
v = volume gasto (mL) da solucao de hidroxido de sédio (0,1 mol/L) na titulagao

P = massa da amostra usada (g)

3.2.3 Determinacéo da acidez em acido organico

Utilizou-se a metodologia proposta por Adolfo Lutz (2005), na qual pesou-se 1 g de
amostra homogeneizada e colocou-se em um erlenmeyer (100 mL) efetuando-se a diluigdo com
50 mL de agua destilada. Posteriormente adicionou-se 4 gotas de fenolftaleina e entdo foi
titulado com solucdo de hidroxido de sodio (0,1 mol/L), sob agitagdo constante, até coloragdo
résea persistente por trinta segundos.

Este método expressa o teor de acidez em g de acido orgénico por cento, considerando
o respectivo acido predominante na amostra, ou conforme determina o padrao de identidade e

qualidade do produto analisado tal como a Equacao 2.

vxMxPM

Teor de acidez = (
10xPxn

) = g de &cido organico (2)
Em que:
Teor de acidez organica = g de acido organico (%)

V = volume da solugao de hidréxido de sddio gastos (mL)
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M = concentra¢ao molar do hidroxido de sodio
P = massa da amostra (g) ou volume pipetado (mL)
PM = peso molecular do acido correspondente (g/gmol)

n = nimero de hidrogénios ionizaveis (Tabela 1)

Tabela 1 - Nimero de H+ dos 4cidos organicos

Acidos organicos PM (g) n
Acido citrico 192 3
Acido tartarico 150 2
Acido malico 134 2
Acido lactico 90 1
Acido acético 60 1

Fonte: Adolfo Lutz (1985)

3.2.4 Teor de sélidos totais

A determinacdo de solidos totais foi obtida pela técnica de filtragdao, de acordo com
Adolfo Lutz (2005). O método baseia-se em secar os cadinhos na estufa até peso constante,
apos adicionar 50 g da amostra filtrada a vacuo e levar a estufa (marca Odontobras, modelo EL

1.0) a 105°C até peso constante, tal como a Equacao 3.

N x 100

Solidos totais % (m/m) = — 3)
Em que:
N =massa de matéria seca (g)

P = massa inicial de amostra (g)

3.2.5 Cor

A avaliagdo da cor dos frutos inteiros de mirtilo foi realizada utilizando o aparelho
espectrofotometro (marca HunterLab®, modelo ColorQuest II Sphere) com sensor 6tico
geomeétrico de esfera. Estabeleceu-se o iluminante D65, o angulo de 10° para o observador e a
escala de leitura colorimétrica empregada foi a do sistema de coordenadas cromaticas com base
no espaco de cor CIELAB L*a*b*, onde L* mede a luminosidade tendo uma variagao de branco
(100) a preto (0), a* ¢ uma indicacao de tonalidade na direcdo do verde se assumir valores

negativos (-a*) e na direcdo do vermelho se assumir valores positivos (+a*) e b* ¢ uma
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indicacdo de tonalidade na dire¢ao do azul se assumir valores negativos (-b*) e na dire¢ao do

amarelo se assumir valores positivos (+b*).

3.2.6 Composicao quimica

A composi¢do quimica foi caracterizada quanto aos teores de umidade, cinzas, proteina,

carboidratos, lipideos, fibras e valor caldrico total.

3.2.6.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado segundo a referéncia de Adolfo Lutz (2005) na qual
foram pesadas 5 g de amostra homogeneizada, colocando-se em cépsula tarada e seca. As
amostras foram levadas a estufa (marca Odontobras, modelo EL 1.0) a 105°C para dessecar o
material até peso constante. O resultado foi expresso em % de agua/100 g de mirtilo in natura

(Equacao4).

Umidade = (/) x 100 (4)

Em que:
P = massa do alimento (g)

p = massa do alimento seco (g)

3.2.6.2 Cinzas

A parte inorganica da matéria-prima foi determinada segundo Adolfo Lutz (2005), onde
pesou-se 3 g da amostra em cadinho calcinado e tarado e, em seguida, foi feito a incineragao
em bico de Bunsen. Apos carbonizar o material, o cadinho foi levado para a mufla (marca
Quimis, modelo Q318M) a 550°C at¢ a total queima da matéria organica existente na amostra.
Ap6s retirou-se da mufla e colocou-se em dessecador para diminuir a temperatura do cadinho
e, entdo pesou-se em balanga analitica (marca Ohaus, modelo Adventurer). O teor de cinzas foi

avaliado segundo a Equacdo 5 e expresso em % (m/m):

ax 100

Cinzas =

)
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Em que:
A = massa de cinzas(g)

P = massa inicial da amostra (g)

3.2.6.3 Proteinas

Utilizou-se o método de Kjeldahl descrito por Adolfo Lutz (2005), no qual pesou-se 1
g de amostra em papel livre de nitrogénio e transferiu-se para o frasco de digestao juntamente
com o papel. Adicionou-se sulfato de potassio e sulfato de cobre como catalisadores e 20 mL
de 4cido sulfurico concentrado. Fez-se a digestdo até que a solucdo se apresentasse levemente
esverdeada. Foram transferidos 25 mL de acido boérico para erlenmeyer (250 mL) adicionando-
se uma solucao indicadora mista (vermelho de metila e verde de bromocresol), e mergulhou-se
a saida no condensador do erlenmeyer. Foi adicionado ao Kjeldahl 250 mL de dgua destilada e
hidréxido de sodio a 40% até a alcalinizagdo. Colocou-se entdo no conjunto destilador e
destilou-se até recolher um volume de 125 mL de destilado. Apds titulou-se a solugdo do
erlenmeyer com solugdo de HCI (0,1 mol/L) até a mudanca da coloragdo. O teor de proteinas

(%) foi calculado segundo a Equagdo 6.

, . VA-VB) x F x 0,14
Proteinas tota1s=( ): ad (6)

Em que:

Va = volume de HCI (mol/L!") gasto na titulagio da amostra (mL)
Vg = volume de HCI (mol/L™!) gasto na titulagdo do branco (mL)
F = 6,25 (valor médio) fator de correc¢do para nitrogénio proteico

P = massa da amostra (g)

3.2.6.4. Lipideos

Para determinag¢ao de lipideos utilizou-se a técnica de Monjonier, descrita pela A.O.A.C
(2016), na qual pesou-se 2 g da amostra em um béquer (50mL), adicionou-se 2 mL de alcool e
foi agitado até a homogeneizagao da amostra. Ap6s adicionou-se 10 mL de HCI e agitou-se
novamente. O béquer foi colocado em banho-maria a uma temperatura de 70 a 80°C e agitado

em intervalos frequentes durante 35 min. Foram adicionados 10 mL de alcool, esperou-se
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esfriar e entdo transferiu-se a mistura para o frasco de Monjonier para extragdo da gordura.
Lavou-se o béquer com 3 porgdes de 25 mL de éter e entdo fechou-se o frasco com rolha de
neoprene e agitou-se vigorosamente por 1 min. Adicionou-se mais 25 mL de éter de petroleo e
agitou-se vigorosamente por mais 1 min. Entdo foi deixado o liquido ficar praticamente claro e
apos tirou-se 0 maximo possivel da solugdo éter/gordura através de funil com uma camada de
algoddo para um béquer (125 mL), previamente seco, resfriado e pesado.

O processo de extragdo foi repetido por mais 2 vezes, utilizando duas por¢des de 15 mL
de éter de cada vez. Em cada uma das vezes, foi extraido por agitag¢@o e ap6s vertido o solvente
para o mesmo béquer. Lavou-se a ponta do funil e do frasco de Monjonier com alguns mL da
mistura de ambos os éteres em volumes iguais, livres de 4gua em suspensao. Entdo levou-se ao
banho-maria (marca Tecnal, modelo TE-0541) para evaporacdo do solvente e apos terminou-
se a secagem em estufa (marca Odontobras) a 100°C, até peso constante. O branco foi feito nas
mesmas condigdes € com os mesmos reagentes utilizados. O teor de lipideos foi observado em

% segundo a Equagao 7.

100 x (N—branco)
P

Lipideos = (7

Em que:
N = massa de lipidios (g)
P = massada amostra (g)

Branco = massa do branco (g)

3.2.6.5 Fibra bruta

Para determinacao de fibra bruta seguiu-se a metodologia proposta por Adolfo Lutz
(2005), na qual foram pesadas 2 g de amostra e adicionadas em um béquer (600 mL) juntamente
com 200 mL de H>S04 (0,255 mol/L). O béquer entdo foi levado para o aquecimento com
refluxo e mantido em ebuli¢do por 30 min. Apos filtrou-se em funil de Buchner aquecido,
usando suc¢ao, com auxilio de papel filtro e tecido nylon. O residuo entdo foi transferido para
o mesmo béquer, com auxilio de 200 mL de solugdo de hidroxido de sédio (0,313 mol/L).
Colocou-se em refluxo por mais 30 min. Em seguida, filtrou-se em cadinho de fundo
sinterizado, lavado com agua fervente e, apdés com 20 mL de acido cloridrico (1% -v/v) e
novamente com agua fervente, seguido de 20 mL de alcool. Levou-se os cadinhos para a estufa

a 100°C por 1 h, resfriado em dessecador e pesado. As operacdes de aquecimento e resfriamento
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foram realizadas até peso constante. Apos, incinerou-se em mufla (marca Quimis, modelo
Q318M) a 600°C, resfriou-se e repetiu-se a operagao até peso constante. A perda de peso

representa a quantidade de fibra presente na amostra (% - m/m) calculada pela Equacao 8.

Fibra bruta = (100 N

) ®)

Em que:
N = massa de fibra (g)

P = massa da amostra (g)

3.2.6.6 Carboidratos

A quantificag@o de carboidratos (%) foi calculada por diferenga entre 100 e o soma dos

teores de umidade, cinzas, lipideos e proteinas (ADOLFO LUTZ, 2005), segundo a Equacao 9.

Carboidratos = 100 — (umidade + proteina + lipideos + fibras + cizas) 9)
3.2.6.7 Valor calorico total (VCT)

O VCT, também descrito por Adolfo Lutz (2005) foi expresso em kcal/100 g e calculado
pela soma dos seguintes fatores, através do calculo de Equacao 10.

Proteinas = % x 4

Lipideos =% x 9

Carboidratos = % x 4

VCT = [(% carboidrato x 4) + (% proteinas x 4) + (% lipideos x 9)] (10)

3.3 ELABORACAO DOS EXTRATOS EM PO DE MIRTILO

A partir dos frutos de mirtilo foram elaborados dois extratos em pé resultantes do
processo de atomizagao, os quais diferiam entre si pelo material encapsulante.

Para obtencao de cada extrato pesou-se 100 g de mirtilo previamente descongelados, os
quais foram submersos em 100 mL de uma solugdo etandlica 70% para a extragdo dos
compostos bioativos. Esta mistura foi acondicionada em béquer envolto com papel aluminio

para evitar a fotodegradagao. O pH da mistura foi ajustado para 4,0 com acido citrico (1 mol/L)
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e a mistura foi deixada em repouso por 12 h sob refrigeracdo (4°C) ao abrigo da luz. Seguiu-se
a metodologia proposta por Rocha (2009), com algumas adaptagdes.

Decorridas as 12 h a mistura foi entdo triturada em liquidificador (marca Poli, modelo
TR-02), durante 5 min para a completa dissolucao dos frutos e entdo, deixada em repouso por
mais 12 h. Apés este periodo a amostra foi filtrada em tecido de nylon seguido de papel filtro,
tendo o grau Brix aferido com o auxilio de um aparelho refratdmetro digital (marca Atago,
modelo PAL-1) e, entdo, o pH foi corrigido para 5,5 com hidréxido de sédio 1 mol/L. O produto
obtido a partir dessa filtracdo foi caracterizado de extrato bruto de mirtilo (EB), que
imediatamente foi armazenado sob refrigeragao (4°C) em recipiente de vidro com tampa e

envolto de papel aluminio.

3.3.1 Preparo dos materiais encapsulantes

Foram definidos dois encapsulantes: Goma Arabica (GA) e Concentrado Proteico de
Soro de leite (CPS). A GA utilizada foi de marca comercial (Audaz Brasil), adquirida no
comércio local e continha teor minimo de pureza de 99,5%.

O CPS foi elaborado na Universidade de Passo Fundo por Seguenka (2016), obtido a
partir do soro de leite, no qual aplicou-se o processo de separagdo por membranas
(ultrafiltragdao). Conforme exposto na Figura 9, para ser utilizado neste trabalho, o CPS que se
encontrava na forma liquida foi seco por atomiza¢do em aparelho de spray dryer (marca
Labmaq do Brasil, modelo MDS 1.0). O equipamento operou com a temperatura de ar na
camara de secagem de 160° C, vazdo de ar de 4 m*/min e vazio de alimentagio de 0,4 m3.m!

L. O bico atomizador utilizado foi o de nimero 3 (micragem de 1,2 um). Segundo Seguenka

(2016), o produto apresentou 89,95% de proteinas em base seca.

Figura 9 - CPS liquido (esquerda) e em p6 (direita) apos secagem por atomizagao

Fonte: Autor (2017)
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Para o preparo das solugdes encapsulantes seguiu-se a metodologia descrita por Valduga
et al. (2008) para a GA e Flores et al. (2015) para o CPS, com algumas adaptagoes.

A propor¢ao da concentragdo final de EB e material encapsulante foi de 1:4,
respectivamente nos dois extratos. Para tal, dissolveu-se 90 g de cada encapsulante em 300 mL
de 4gua deionizada e homogeneizou-se com o auxilio de um agitador magnético por 10 min. na
temperatura de 30° C para a total solubilizagdo. Para cada uma dessas solugdes, acrescentou-se
100 mL de EB, totalizando 400 mL de liquido a serem desidratados, para cada extrato em po

que se pretendeu elaborar.

3.3.2 Encapsulacéo em spray dryer

As misturas contendo EB e material encapsulante foram entdo, colocadas no spray dryer
(marca Labmaq, modelo MDS 1.0). O ar na camara de secagem operou na temperatura de
entrada em 120°C, vazdo de ar em torno de 4 m3*/min, e vazio de alimentacdo de 0,4 m>.m™ L.
O bico atomizador utilizado foi o de nimero 2, possuindo micragem de 1,0 um. Para a
determinagdo das condi¢des de secagem, seguiu-se a metodologia de Bonfante (2015).

Durante o periodo de suc¢do pela bomba do aparelho, manteve-se a homogeneizacao
constante da amostra liquida utilizando um agitador magnético. Tomou-se o cuidado de nao
expor a luz as misturas e os extratos em po obtidos para evitar fotodegradacao.

Ao final do processo de secagem, obteve-se entdo, os dois produtos, sendo o extrato em
p6 de mirtilo encapsulado com GA (E1) e o extrato em p6 de mirtilo encapsulado com CPS

(E2).

3.4 ANALISES MORFOLOGICAS, SENSORIAIS E FUNCIONAIS DOS EXTRATOS
EM PO DE MIRTILO

Uma série de experimentos foi realizada para escolher o melhor extrato em p6 quanto

as propriedades morfologicas, sensoriais e funcionais.

3.4.1 Propriedades morfoldgicas

3.4.1.1 Eficiéncia da Encapsulacao (EE)
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A eficiéncia da encapsulacdo (EE) dos extratos E1 e E2 foi determinada de acordo com
Bae & Lee (2008) e Carneiro et al. (2013) com algumas adaptacdes. Como solvente para esta
analise utilizou-se hexano, devido os materiais encapsulantes terem baixa solubilidade quando
em contato com este solvente, permitindo a remoc¢ao do material ndo encapsulado e também
evitando possiveis danos na parede do polimero.

Foi pesada 0,2 g de pd encapsulado e adicionado 15 mL de hexano, deixando esta
mistura em local escuro na temperatura ambiente por 5 min. Apos iniciou-se a filtragdo por
meio de um filtro de membrana (porosidade de 0,45 um). O material retido no filtro foi seco
em estufa a uma temperatura de 30°C. Apos a secagem o material foi redissolvido em 20 mL
de 4gua deionizada, sob agitacao em vortex por 5 min., com a finalidade de romper a parede do
polimero e liberar o extrato de mirtilo. Apos a agitacdo, colocou-se em placas de Petry e levou-
se novamente a estufa a 150°C para evaporacdo da dgua até massa constante. Dessa forma, a
EE do extrato de mirtilo, em cada ensaio, foi expressa em porcentagem a partir do calculo da

equagdo 11.

massa final do extrato encapsulado seco a 150°C

EE = x 100 (11)

massa de material retido no filtro apés a secagem a 302C

3.4.1.2 Morfologia externa das microcapsulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A morfologia externa das microcapsulas do E1 e do E2 foi avaliada por fotomicrografias
eletronicas necessitando de preparo prévio das amostras. Para o preparo das amostras
inicialmente realizou-se uma metalizagdo com ouro na qual se utilizou um aparelho metalizador
(marca Quoron, modelo Q150R ES). O mesmo operou com corrente de 50 mA durante 100 s.,
obtendo-se uma camada de ouro com espessura de 5 mm.

Os extratos foram entdo submetidos a fotomicrografias eletronicas em um microscopio
eletronico de varredura de bancada (marca Tescan, modelo Veja 3), utilizando uma aceleracao
de voltagem de 20 kV. Através disso, foi possivel visualizar a morfologia das amostras e obter

os diametros médios das capsulas.

3.4.2 Propriedades Sensoriais

3.4.2.1 Cor
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A andlise de cor do EB, E1 e E2 foi realizada utilizando-se o aparelho espectrofotdmetro
(marca HunterLab®, modelo ColorQuest II Sphere), com sensor 6tico geométrico de esfera.
Foram obtidos valores de L*, -a*/+a* e -b*/+b*.

Para avaliar a manuteng¢do da cor dos produtos elaborados durante a vida de prateleira,
repetiu-se a avaliacao de cor apos 1 més para o EB e apds 5 meses para os extratos em p6 (E1

e E2).

3.4.3 Propriedades Funcionais

O EB foi avaliado para comparacao com os extratos em po (E1 e E2), uma vez que nao
foi possivel fazer a secagem deste extrato sem encapsulante, conforme explanado no item 4.2
(Elaboragdo dos extratos em p6 de mirtilo).

Com o intuito de avaliar o comportamento dos extratos apos o seu armazenamento no
que diz respeito a atividade antioxidante, a analise de DPPH foi repetida, em que o EB foi
reavaliado ap6s 30 dias da sua elaboragdo, e os extratos em po (E1 e E2), apos 5 meses da sua
elaboragdo. Os extratos permaneceram armazenados em recipiente escuro com tampa, sob

refrigeracdo a 4°C.

3.4.3.1 Compostos fenolicos totais

A determinag@o de compostos fendlicos totais foi realizada partindo-se da metodologia
de Swain e Hillis (1959), que utilizou o reagente Folin-Ciocalteu e 4cido galico como padrao.

As amostras foram preparadas da seguinte forma: a) EB: 0,250 mL do extrato + 20 mL
de etanol 70%; b) E1: 1 g de extrato em p6 + 20 mL de 4gua deionizada (espera de 10 min. para
a ruptura da cépsula) + 46,6 mL de etanol 95%. c) E2: 1 g do extrato em pd + 20 mL de 4gua
deionizada (espera de 10 min. para a ruptura da capsula). Precipitou-se a proteina adicionando-
se 9 mL de solucdo de 4cido acético a 6%, seguido de centrifugagdo por 15 min a 5.000 rpm. O
sobrenadante foi retirado e adicionado em 26,1 mL de etanol 95%. A metodologia adotada para
precipitacdo de proteina foi adaptada segundo a proposta de Boroski et al. (2015) que utilizou
acido tricloroacético para a precipitagao.

Apds o preparo das amostras, adicionou-se em tubos de ensaio, os seguintes
componentes, em ordem: 1 mL da amostra (15 mg/mL), 1 mL de etanol a 95%, 5 mL de 4gua
destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 50 % (v/v). Os tubos foram agitados em

agitador vortex por 30 s e apds adicionado 1 mL da solugao de carbonato de sodio (Na,COs3) 5
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%. Os tubos foram deixados em repouso na auséncia de luz por 60 min. O “branco” foi
preparado nas mesmas condi¢cdes que a amostra, contanto que o volume da amostra foi
substituido por 1 mL do solvente na qual esta foi preparada.

A absorbancia foi lida em espectrofotometro (marca PG Instruments, modelo T60 UV-
Visible) calibrado com etanol (95%) no comprimento de onda de 725 nm.

A quantidade de compostos fendlicos totais foi calculada com base na curva analitica

de acido galico (y = 4,7997x — 0,0043), preparada nas concentragdes entre 0 e 100 mg/L.

3.4.3.2 Identificagdo e quantificacdo de compostos fenolicos individuais por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC-DAD)

Para este experimento utilizou-se somente o EB, o qual foi preparado dissolvendo-o em
agua, até atingir uma concentragao de 5 mg/mL. A amostra foi filtrada em filtro de seringa de
0,45 um.

A separacao cromatografica foi realizada em um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), da marca Shimadzu, composto por duas bombas quaternarias, autosampler,
modelo 20ACHT e detector de arranjo diodos (DAD), modelo SPD-M20A. Todos os modulos
foram controlados pelo Software LabSolutions. A coluna utilizada foi a C-18 (ODS) fase
reversa (150 mm x 4,5 mm).

A fase movel aquosa foi o acido orto-fosforico 1% e a fase movel organica o metanol. A
identificacdo dos compostos ocorreu através dos espectros obtidos entre 200 e 600 nm em DAD
frente aos respectivos tempos de retencao dos padrdes injetados. O fluxo da fase mével usado
foi de 0,25 mL/min e o volume de inje¢ao de 5 pL.

As curvas de calibragdo e de regressao linear com base nas areas dos picos foram
utilizadas para identificar e quantificar os picos correspondentes aos 7 padrdes externos usados,
todos em grau cromatografico, sendo eles: acido gélico, acido elagico, rutina, quercetina, acido

caféico, campferol e mangiferina.

3.4.3.3 Atividade antioxidante por DPPH

O principio deste método ¢ a transferéncia de elétrons de um composto antioxidante
para o radical livre, o DPPH, que ao se reduzir, ocorre a mudanga da sua coloracao, passando

da cor purpura para amarelo.
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Sanchez-Moreno; Larrauri; Saura-Calixto (1998) propuseram uma metodologia para a
avaliacdo da atividade antioxidante levando em conta ndo somente a concentracdo do
antioxidante, mas também o tempo de reagdo necessario para sequestrar este radical,
introduzindo assim a eficiéncia antirradicalar como um novo parametro. Logo, a atividade
antioxidante de certa substancia corresponde a quantidade de DPPH consumida por esta
substancia, durante determinado tempo (DUARTE-ALMEIDA, et al., 2006; BOROSKI, et al.,
2015).

A avaliacdo da atividade antioxidante por meio da capacidade sequestrante de radicais
2,2-difenil-1 picrilhidrazil (DPPH) foi realizada de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995) com algumas modificagdes. Para tanto, pesou-se 0,03943 g do DPPH em um
becker envolto de papel aluminio e dissolveu-se em 10 mL de etanol absoluto. A partir dessa
solucdo, fez-se uma dilui¢do 1:100 com etanol 80%, até que a absorbancia ficasse entre 0,5 nm
e 0,6 nm, em um comprimento de onda de 515 nm. Essa leitura foi realizada apos a calibracao
do espectrofotometro (marca Eppendorf, modelo Kinetic) com etanol 80%.

As amostras foram preparadas da seguinte forma: para o EB utilizou-se 50 mL
dissolvidos em 10 mL de agua deionizada. Os extratos em p6 (E1 e E2) foram preparados
utilizando-se 0,5 g dissolvidas em 100 mL de dgua e agitadas em vortex por 10 min. para a
ruptura da capsula, sendo que para o E2 foi necessario efetuar a precipitagdo de proteinas
conforme descrito no item 3.4.3.1 (Determinag¢do de compostos fendlicos totais).

O teste DPPH foi realizado utilizando-se tubos de ensaio, onde transferiu-se 0,1 mL de
amostra (5 mg/mL), seguido de 2,9 mL da solu¢do de DPPH. Os tubos do tempo “0” foram
agitados em Vortex e entdo, a leitura foi realizada. Os demais tubos foram mantidos em
ambiente escuro até a leitura a cada 15 min.

Hé4 um grande nimero de trabalhos na literatura empregando a técnica de DPPH,
entretanto nao ha uma padronizacao na apresentacdo dos resultados (BOROSKI et al., 2015;
OLIVEIRA, 2015). Neste trabalho os resultados foram expressos em percentual de inibi¢ao (%
de inibi¢do) (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,1995; SANCHEZ-MORENO;
LARRAURI; SAURA-CALIXTO, 1998; KARADAQ, et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2015).
Tal método de interpretagao foi escolhido em fungdo de que em extratos encapsulados a
liberagdo de compostos bioativos e, portanto, atividade antioxidante, geralmente ocorre
constantemente por um determinado periodo de tempo, até atingir o seu pico maximo de
liberacdo, para entdo haver o decréscimo dessa atividade. Os resultados do % de inibi¢ao foram

interpretados da seguinte forma: >70% = eficiéncia em sequestrar o radical livre; 60-70% =
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acdo antioxidante moderada; e <60% = fraca capacidade em sequestrar o radical DPPH (MELO,
et al., 20006).
O calculo da porcentagem de inibicdo do radical foi realizado como demonstra a

Equacdo 12, descrita por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995).

(1-Af)x 100
A0

(12)

% de inibigdo =

Em que:
AQ: absorbancia inicial

Af: absorbancia final

Utilizou-se o teste DPPH para monitorar a atividade antioxidante dos extratos em
relagdo ao armazenamento, sendo que o EB foi reavaliado apds 1 més, e os extratos em po, apos
5 meses da sua elaboragdao. Os mesmos permaneceram armazenados em recipiente escuro com

tampa sob refrigeracao a 4°C.

3.5 ESTABILIDADE DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS FRENTE A VIDA DE
PRATELEIRA DO EXTRATO SELECIONADO

O extrato em pd que teve melhor resposta quanto aos aspectos morfologicas, sensoriais
e funcionais foi submetido a novas andlises, as quais dizem respeito a estabilidade dos
compostos bioativos frente ao armazenamento por 0, 5 e 10 meses.

Para verificar a manutencao das propriedades bioativas do extrato selecionado durante
sua vida de prateleira, as avaliagdes de estabilidade de fenois e flavonoides totais foram
realizadas logo apos a elaboracdo do extrato, ou seja, com 0 meses de armazenamento; apos
estarem armazenadas por 5 meses; e apos 0 armazenamento por 10 meses. Durante este periodo

as amostras permaneceram sob refrigeracao a 4°C em recipiente vedado de cor escura.

3.5.1 Estabilidade de fendis totais

A quantificagdo de fenois totais foi realizada por Folin-Ciocalteau, método que

envolve a reducao do reagente pelos compostos fendlicos das amostras com concomitante
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formagao de um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente a 760 nm, conforme
descrito por Roesler et al. (2007).

A quantidade total de fendis dos extratos foi quantificada por meio de uma curva
padrdo preparada com acido galico (y = 0,0178x + 0,0332) e expressa como equivalente de
acido galico (GAE). O extrato de mirtilo foi preparado utilizando a concentragcdo de 10
mg/mL, sendo filtrado em filtro de seringa 0,45 um.

Para reacdo colorimétrica, uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionada 2,5 mL
solugdo aquosa do reativo de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de sodio 7,5%.
A mistura foi incubada por 5 min. em banho-maria a 50°C e, posteriormente, a quantificacao

foi medida usando-se branco como referéncia.

3.5.2 Estabilidade de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), através de um ensaio colorimétrico que consiste na
adicao de cloreto de aluminio (AICI3) e nitrito de sodio (NaNO-) a amostra. O intuito do teste
¢ promover a formagdo do complexo flavonéide-aluminio (grupamento carbonila + ion Al*?)
que, em meio alcalino, apresenta coloragdo rosa com leitura de absorbancia em
espectrofotometro a 510 nm.

As amostras utilizadas foram preparadas a uma concentragdo de 10 mg/mL. A
quantificagdo de flavonoides totais das amostras foi realizada por meio de curva padrdo

preparada com catequina (y = 0,0045x + 0,0027) e expressa como equivalentes de catequina.

3.5.3 Estabilidade antioxidante pelo método ABTS em diferentes temperaturas

A estabilidade da atividade antioxidante do E1 foi avaliada a cada sete dias durante o
periodo de um més. O extrato foi colocado em placas de Petry que foram acondicionadas sob
temperatura ambiente (25°C), refrigeracao (4°C) e congelamento (-18°C).

Para tal utilizou-se o método de avalia¢do da atividade antioxidante através da captura do
radical 2,2"azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS), descrita por Re et al.
(1999) com algumas modificagdes. Neste método o radical livre ¢ gerado por uma reagado
quimica ocasionada por persulfato de potassio.

A amostra foi preparada utilizando-se 0,5 g de p6 do extrato dissolvidas em 100 mL de

agua e deixada sob agitacao de vortex por de 10 min. para a ruptura da capsula.
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Uma solugdo estoque de ABTS foi preparada utilizando-se 38,4 mg do reativo ABTS
dissolvidos em 100mL de agua deionizada. A solugdo foi acondicionada sob refrigeragdo e o
abrigo da luz. Apoés, preparou-se a solucdo estoque de persulfato de potassio (2,45 mmol/L)
onde 42,7 mg foram dissolvidos em 100 mL de agua deionizada.

Em um recipiente envolto com papel aluminio adicionou-se 50 mL da solucao de ABTS
e 50 mL da solu¢do de persulfato de potassio e, entdo, essa solu¢dao foi armazenada em local
escuro, de temperatura ambiente por no minimo 16 h.

Passado o tempo, calibrou-se o espectrofotometro (marca Eppendorf, modelo Kinetic)
com alcool etilico no comprimento de onda de 734 nm. A solucdo de ABTS foi entdo, acrescida
de 4alcool etilico PA até que a absorbancia ficasse entre 0,695 — 0,705.

Em tubos de ensaio, adicionou-se 20 pL. de amostra e 980 pL da solugcdo de ABTS. O
branco foi preparado nas mesmas condi¢des, sendo que a amostra foi substituida por adgua
deionizada. Os tubos foram agitados em vortex e, em seguida, deixados em repouso ao abrigo
da luz durante 6 min. e ap6s efetuaram-se as leituras.

O célculo da porcentagem de inibi¢ao do radical foi realizado pela Equacao 12, descrita

por Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995).

3.6 ESTUDO IN VIVO COM O MODELO Saccharomyces cerevisiae

O extrato em p6 que apresentou melhor resposta quanto aos aspectos morfoldgicas,
sensoriais e funcionais foi avaliado também em um modelo in Vvivo, utilizando-se a levedura
Saccharomyces cerevisiae, ja que esta tem se mostrado adequada para determinagdo da
capacidade antioxidante de diferentes compostos, fornecendo resultados rapidos, reprodutiveis
e passiveis de serem correlacionados aos observados no homem.

A levedura Sacchamomyces cerevisiae foi obtida da Euroscarf, Frankfurt, Alemanha. A
linhagem utilizada nos experimentos foi a Cepa BY 4741, gendtipo MAT A; his 3Al;
leu2A0; met15A0; ura3AO0.

Como meio de cultivo utilizou-se o YPD 2% liquido (glicose, peptona e extrato de
levedura). As culturas foram incubadas a 30°C, em agitador orbital ajustado para 90 rpm até a
primeira fase exponencial de crescimento (0,3 mg de peso seco de células/mL).

O fator de conversdo em peso seco foi calculado a partir da filtracdo de um volume
adequado da suspensdo de células em filtro Millipore (0,45 pm), que, posteriormente, foi seco

em estufa a 60 °C até atingir o peso constante e a constru¢cao de uma curva de calibracao (y =
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0,732x — 0,061). Apos o crescimento, as células de levedura foram centrifugadas e submetidas
ao tratamento com sulfato ferroso (4,0 Mm) de acordo com Benetti (2013).

O extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica (E1) foi entdo preparado para ser
utilizado nos testes. Seguiu-se a metodologia de Oprea et al. (2014), com modificac¢des, na qual
dissolveu-se o pd do extrato de mirtilo em agua a uma concentragdo de 10 mg/mL. Apds este
processo, realizou-se a filtragdo e esterilizacdo da amostra que ocorreu em capela de fluxo
laminar para a posterior utilizagdo nos meios de cultivo com Saccharomyces cerevisiae. O
processo foi realizado através do uso de filtros de seringa do tipo Minisart RC20 com
membranas hidrofilicas de celulose de 0,2 pm.

As células entdo, foram submetidas ao tratamento com o extrato de mirtilo encapsulado
com goma arabica (E1), as quais foram incubados a 30°C em erlenmeyers de 50 mL, com
agitacdo orbital a 90 rpm. Ao longo de 24 h de tratamento, em concentracdo de 0,8 uL de
proteinas por mL de solugdo, foram realizadas 2 lavagens com 5 mL de 4gua destilada estéril e
as células, centrifugadas por 5 min. a 1500 rpm para a obten¢do da massa celular para as analises

(BENETTI, 2013).

3.6.1 Avaliacéo da peroxidacao lipidica pelo método de &cido tiobarbiturico (TBARS)

A avaliagdo da lipoperoxidacao foi realizada incubando-se a 100 ° C durante 15 minutos
250 uL de amostra, 250 pL. de 4acido tricloroacético (TCA) 10% e 500 pL de acido
tiobarbittrico (TBA) 0,67%. O produto formado foi medido a 535 nm (OHKAWA, OHISHI,
YAGI, 1979).

A curva de calibragdo foi obtida com solugdes de malondialdeido 0,75 - 9 umol/L (y =

0,1127x — 0,0258) e a unidade expressa em uM MDA.

3.6.2 Dosagem da atividade enzimatica da glutationa

Inicialmente foi pipetado uma quantidade equivalente a 2 mL da amostra em tubos de
parede grossa e centrifugado a 2000 rpm por 10 min. Apos foi retirado o sobrenadante e
adicionado 1,3 mL de TCA 10% para reagir, sendo novamente centrifugado a 2000 rpm por 20
min, e entdo o sobrenadante foi retirado.

Ao sobrenadante foi adicionado 130 pL de Ellmans Reagent, 5,5 Dithiobis-(2-
Nitrobenzoic Acid) — DTNB e realizada a homogeneizagao. A leitura foi realizada em 412 nm,

sendo que o célculo final das amostras foi obtido a partir da constru¢ao de uma curva padrao
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com cisteina 0,5 mmoL, TFK 0,05 mol, pH 6,8, DTNB 10 mmoL e H>O (y = 0,005x + 0,1501).

O resultado final foi expresso em puM.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos neste estudo foram representados como a média e desvio padrao
de pelo menos trés triplicatas, e entdo avaliados por andlise de varidncia ANOVA e teste de

Tukey a 5% de significancia (p<0,05), utilizando-se o programa SASM Agri.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MIRTILO

A cor do mirtilo in natura apresentou valores de L* = 15,57 (+ 2,45), significando que
estd mais proxima do escuro, pois o valor de zero significa cor preta, aumentando até¢ 100
quando a cor tem brilho intenso; a* = 2,34 (+ 0,16), indicando que a cor da fruta assumiu o tom
vermelho, pois o resultado foi positivo; e b* = - 3,59 (£ 0,16), sendo que a cor azul estd em
evidéncia, ja que este parametro foi negativo. Na Figura 10 pode-se observar alguns mirtilos

utilizados neste trabalho, bem como a intensidade de cor da fruta.

Figura 10 - Mirtilos utilizados no trabalho

Fonte: Autor (2017)

A cor da epiderme e da polpa do mirtilo ¢ conferida pela presenca de antocianinas que
se encontram, normalmente, no interior dos vacuolos das células da epiderme, dissolvidas em
meio aquoso ligeiramente acido, sendo as antocianinas o maior grupo de pigmentos soluveis
em agua. A cor da fruta esta estreitamente correlacionada com o teor de antocianinas e este, por
sua vez, esta relacionado com o pH e a relagdo agucar/acido. O teor de antocianinas esta

inversamente relacionado com o tamanho da baga (SOUSA, et al., 2007).
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A Tabela 2 mostra a composicao fisico-quimica do mirtilo estudado nesta pesquisa, para

100 g de fruta.

Tabela 2 - Composicao fisico-quimica do mirtilo em 100g da fruta

Composicgao fisico-quimica Teor encontrado

pH 2,25 (£0,18)

Solidos soluveis (°Brix) 14,85 (+0,06)

Acidez titulavel (%) 8,55 (£0,24)
Acido malico (/100g) 0,59
Acido citrico (/100g) 0,57

Proteinas (%) 1,01 (+0,14)

Lipidios (%) 0,28 (+0,03)

Cinzas (%) 0,18 (£0,00)

Fibra bruta (%) 0,15 (+0,03)
Carboidratos (%) 13,65
Valor calorico total (kcal) 61,16

Fonte: Autor (2017)

A literatura (ANTUNNES; HOFFMANN, 2002) sugere que o sabor do mirtilo varia de
doce acido a um sabor mais acido. O mirtilo estudado neste trabalho apresentou pH de 2,25,
confirmando a afirmagdo dos autores. O pH também ¢ um fator importante na conservacgao das
frutas. Arsego et al. (2003) sugere que este parametro em frutas atua na retencao de
antocianinas, uma vez que em pH menor que 3 estes componentes sdo mais estaveis frente a
fatores que aceleram sua decomposicdo (ARSEGO, et al., 2003). Reque et al. (2014)
encontraram valor semelhante de pH (2,92) quando estudaram frutos de mirtilo cultivados no
municipio de Camaqua-RS.

A acidez titulavel do mirtilo apresentou um valor de 8,55%, e o teor dos acidos organicos
se mostrou maior para acido malico (0,59 g/100 g de mirtilo), seguido do &cido citrico (0,57
g/100 g de fruta).

Sousa (2007) sugere que os frutos de mirtilo contém acidos organicos em teores elevados,
sendo os mais comuns os acidos citrico e o malico, como observamos em nosso estudo.
Segundo Eck (1988) a acidez total dos frutos de mirtilo, no momento da colheita, deve estar
entre 0,3 e 1,3% de 4&cido citrico, com um pH em torno de 3,75 (£0,5) e o teor de solidos soluveis
acima de 10%. Estes dados mostram que as amostras deste estudo estdo dentro dos parametros
esperados para a maturidade dos frutos.

Os so6lidos soluveis totais apresentaram 14,85° Brix, indicando a presenga de agucares
soluveis, acidos organicos e outros constituintes menores (HOBSON; GRIERSON; TOMATO,

1993). Este valor se mostrou superior em comparagao com o estudo de Reque et al. (2014), no
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qual encontrou valor médio de 11,15°Brix. O teor de sélidos soliiveis no mirtilo varia de 7%
nos frutos verdes a 15% ou mais nos frutos maduros. A concentragao desses sélidos constitui-
se em uma das variaveis mais importantes para medir a qualidade dos frutos, como o grau de
maturacdo (HOBSON; GRIERSON; TOMATO, 1993). Como as frutas de mirtilo utilizadas
nesta pesquisa mostraram grau Brix proximo a 15%, pode-se afirmar que estdo com grau de
maturagao desejavel.

A determinacdo de pH, acidez e o teor de solidos soluveis contribuem para a apreciacdo
objetiva do sabor dos frutos. O pH, geralmente inferior a 4,5, aumenta no decorrer do
amadurecimento e influencia as caracteristicas sensoriais e a capacidade de conservagao dos
frutos. E um pardmetro importante na determina¢io do potencial de crescimento de
microrganismos patogénicos. Embora baixo, o pH do mirtilo ainda possibilita o crescimento de
algumas leveduras e bolores tolerantes aos acidos (SOUSA, 2007).

Pode-se afirmar que o mirtilo ¢ um fruto que apresenta elevado teor de agua ( > 80%),
tornando-o susceptivel a deterioragdo microbiana. Tal quantidade de agua depende,
especialmente, da disponibilidade hidrica do solo durante o cultivo (SOUSA, 2007). Valor
semelhante de umidade (85,78%) foi encontrado por Reque et al. (2014), ao analisar frutos
provenientes do municipio de Camaqua, também no estado do Rio Grande do Sul, indicando
que a umidade dos frutos destes estudo estao de acordo com outros cultivos do estado do RS.

O mirtilo estudado apresentou contetido proteico elevado (1,01%) quando comparado
com outros estudos, como o de Rocha (2009) que apresentou um teor proteico de 0,63% em
frutos de mirtilo também do grupo Rabbiteye e variedade “Bluegem” produzido em Antdnio
Carlos - MG. Silveira, Vargas e Rosa (2007) encontraram teor de proteina de 0,57% no mirtilo
do grupo “Highbush” produzido na serra gaucha. Pode-se afirmar, portanto, que o teor de
proteina no mirtilo utilizado nesta pesquisa foi bastante superior ao reportado na literatura.

Em um estudo que comparou o teor de lipidios em mirtilos das variedades Bluebelle,
Delite, Woodart e Florida verificou-se valores entre 0,26 ¢ 0,28% para todas as variedades,
estando condizente com o teor encontrado na atual pesquisa (0,28%). No entanto, diferentes
valores de lipidios em mirtilos foram citados na literatura, como 0,73% (REQUE et al., 2014)
e 0,10% (SILVEIRA; VARGAS E ROSA, 2007). Este fator pode estar associado a variedade
da fruta e as condigdes climaticas (solo e recursos hidricos) em que foi cultivada.

O teor de cinzas encontrado neste estudo (0,18%) foi semelhante ao encontrado por
Silveira; Vargas e Rosa (2007) (0,19%). Ao comparar com o banco de dados da USDA (2011),
eles sdo inferiores, pois reportam teores de 1,52%. Segundo Wang e Zheng (2003), a densidade

da cinza varia em fun¢do da temperatura de queima da amostra na mufla. Esse autor também



58

relata que a cinza pode ser considerada como uma medida geral de qualidade nos alimentos,
uma vez que maiores teores de cinza retratam também maiores teores de calcio, magnésio, ferro,
fosforo, sddio e outros componentes minerais nos frutos. Isto indica que nossa amostra pode ter
baixo teor destes minerais.

A determinagao de fibras identificou um valor de 0,15%, inferior se comparado a outros
estudos como o de Silveira; Vargas e Rosa (2007) (1,69%). O teor de carboidrato encontrado
nesta pesquisa foi de 13,65% e quando comparado ao estudo de Rocha (2009), que foi de
15,32% observa-se que nosso mirtilo tem um teor levemente inferior. Sugere-se que, quanto
mais doce for o mirtilo maior teor de carboidratos e, portanto, melhor sera sua aceitabilidade,
pelos consumidores.

O valor caldrico total do mirtilo foi de 61,16 kcal/100 g de fruto e, portanto, semelhante
ao de Sousa (2007) que variou de 51 a 62 kcal/100 g. Como o teor de carboidratos no nosso
estudo foi levemente menor que o reportado na literatura é natural que o teor caldrico seja

também menor.

4.2 ELABORACAO DOS EXTRATOS EM PO DE MIRTILO

O extrato em pd de mirtilo encapsulado com goma arédbica (E1) e o extrato em p6 de
mirtilo encapsulado com CPS (E2) sairam da cdmara de secagem numa temperatura de 86,5 °C.
A quantidade de massa (extrato em pd) em relagdo ao volume de solugdo colocada para
secar pode ser observada na Tabela 3. Ressalta-se que esta massa ¢ resultado do p6 obtido no

frasco coletor do aparelho mais a massa retida no corpo do aparelho spray dryer.

Tabela 3 - Quantidade de extrato em p6 obtido em relagdo ao volume de solug@o colocada no spray dryer

Extratos Solugdo colocada para secar Concentragdo da  Massa de extrato
(EB + encapsulante) (mL) solugdo (°Brix) em po obtida (g)
El 400 mL 20,3 60
E2 400 mL 19,5 46

Legenda: E1 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado com goma arabica; E2 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado
com CPS.
Fonte: Autor (2017)
A secagem de cada extrato ocorreu em média 1 h e 30 min, indicando que os
encapsulantes utilizados neste estudo ndo interferiram no processo de secagem. Os extratos

prontos foram acondicionados em recipiente de polietileno de cor escura, identificados e

armazenado sob refrigeracao (4°C) até posteriores determinagdes analiticas.
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Em um estudo que comparou a fungdo encapsulante de goma arabica e soro de leite
liquido na preservagdo da Bifidobacterium por spray dryer, através do rendimento da
microencapsulacdo e da viabilidade das microcapsulas durante o armazenamento, evidenciou
que o soro de leite foi mais eficiente do que a goma ardbica (CASTRO-CISLAGHI; FRITZEN-
FREIRE; SANT’ANNA, 2012).

Valduga et al. (2008) desenvolveram um trabalho para obter corante natural, na forma
de po a partir do bagago de uva de cultivar Isabel (Vitis labrusca), onde foram realizados estudos
de extracdo e encapsulamento com goma arabica e maltodextrina. Segundo os autores, o melhor
resultado foi obtido utilizando proporcdes iguais dos dois encapsulantes juntos.

Ressalta-se que, para comparagdo com os extratos encapsulados, foi tentado elaborar
um extrato em p6 de mirtilo, sem encapsulante, somente utilizando o EB concentrado
previamente em evaporador rotativo (marca Tecnal, modelo TE-211). Entretanto, a secagem
por atomizagdo nao foi possivel, pois o extrato resultante ndo adquiria a forma de p6 e sim, em
um aglomerado gelatinoso que se condensava nas paredes do frasco coletor do aparelho.
Condig¢des alternadas de temperatura e vazao de alimentagao no spray foram ajustadas para a
secagem, porém as tentativas nao obtiveram éxito. Entdo, realizou-se a secagem do EB
concentrado por liofilizacdo (-40°C e 500 mmHg) e novamente, ndo se obteve sucesso na
secagem. A Figura 11 mostra o EB no aparelho liofilizador (marca Terroni, modelo LS 3000),

apos ultracongelamento, ja na terceira etapa de secagem, formando bolhas de ar.

Figura 11 - EB concentrado na tentativa de secagem por liofilizacao

Fonte: Autor (2017)
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Tais resultados negativos destas secagens podem ter sido ocasionados devido a
composi¢ao quimica do mirtilo, na qual hd grande presenga de polissacarideos (agucares) como
a pectina, ou mesmo pelo baixo pH do extrato. Sugere-se ainda que a ndo secagem por
liofilizagdo pode ter ocorrido devido ao rapido descongelamento que solugdes alcoolicas
sofrem, mesmo quando sdo submetidas ao congelamento em aparelho ultra freezer por 24 h.

Pagani (2010) sugere que, devido a presenca de agucares e acidos de baixo peso
molecular, que apresentam temperatura de transi¢do vitrea baixa, os sucos de frutas podem
apresentar algumas caracteristicas negativas como higroscopicidade e pegajosidade do produto
final, aderindo as paredes do secador e proporcionando ao produto caracteristicas como
dificuldades de manipulagao, transporte e armazenamento.

Nao sendo possivel a obtengdo de um extrato em p6 de mirtilo ndo encapsulado, o EB

liquido foi utilizado na comparacdo com os extratos em po encapsulados.

4.3 ANALISES MORFOLOGICAS, SENSORIAIS E FUNCIONAIS DOS EXTRATOS
EM PO DE MIRTILO

4.3.1 Propriedades morfoldgicas

4.3.1.1 Eficiéncia da Encapsulacao (EE)

A Tabela 4 apresenta os resultados da EE, onde ¢ possivel observar que ndo houve

diferenga significativa entre os mesmos.

Tabela 4 - Analise da EE dos extratos em p6 de mirtilo

Extrato avaliado EE (%)
El 89,16a+1,89
E2 93,12a +0,91

Legenda: E1 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado com goma arabica; E2 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado
com CPS. Médias de duas repeticdes + estimativa de desvio padrdo. As médias seguidas de uma mesma letra
minuscula na nacoluna nio variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Autor (2017)

De acordo com estes resultados, a quantidade utilizada de material encapsulante se
mostrou ser satisfatoria para formar uma cobertura protetora sobre a superficie das goticulas de

extrato bruto de mirtilo durante o processo de secagem.
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Segundo autores (JAFARI; ASSADPOOR; BHANDARI, 2008; TAN et al., 2015) a
utilizacdo de uma concentracao elevada de agente encapsulante resulta em uma membrana
densa e rigidamente envolta que pode circundar eficientemente os solutos dispersos, tais como
as saponinas, fenolicos e flavonoides do nticleo e assim prevenir a degradagdo destes compostos
bioativos frente a exposi¢do ao calor e a oxidagdo. Do mesmo modo, a atividade antioxidante
também pode ser preservada (CARNEIRO et al., 2012).

Um dos principais fatores que influenciam a estabilidade de compostos encapsulados ¢
a natureza do material encapsulante. Para a escolha do material a ser utilizado deve-se
considerar as propriedades fisicas e quimicas do nucleo (porosidade, solubilidade, etc.) e da
parede (viscosidade, propriedades mecanicas, transi¢do vitrea, capacidade de formagdo de
filme, etc.), compatibilidade do ntcleo com a parede, mecanismo de controle e fatores
econdmicos (BRAZEL, 1999).

Os agentes encapsulantes devem atender a requisitos, como: boas propriedades de
formagao de filme; baixa higroscopicidade; baixa viscosidade a altas concentracdes de sélidos,
sabor e odor suaves; facil reconstituicdo e baixo custo. Ainda, ¢ desejavel apresentar
estabilidade da emulsao, alta eficiéncia de encapsulacao, estabilidade durante a estocagem, alto
grau de protecao do nucleo e boas caracteristicas microscopicas da superficie do produto final
(PEREZ, 2003; GHARSALLAOUI et al., 2007).

Tan et al. (2015) reportam que além de melhorar o processo de secagem, a encapsulacao
pode evitar a absor¢ao de umidade da atmosfera e reduzir os problemas de aglomeragao durante
0 armazenamento. Além disso, pode melhorar a estabilidade dos compostos bioativos durante
0 armazenamento ou durante sua incorporagdo em alimentos funcionais que requerem

exposicdo a solugdes acidas e/ou alcalinos ou temperaturas elevadas durante a sua preparagao.

4.3.1.2 Morfologia externa das microcapsulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os aspectos microestruturais das particulas do E1 e do E2 foram analisadas por MEV e
observadas sob ampliagdao de 4000 vezes, por um campo de visdao de 104 um e distancia de

trabalho (MD) de 15 mm, conforme € possivel observar nas Figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12 - Fotomicrograﬁa do E1 obtida por MEV, aumento de 4000 X

y & ° "W B @
SEM HV: 20.0 kV Date(m/d/y): 09/02/16

View field: 104 ym Det: BSE 20 ym
SEM MAG: 4.00 kx Amostra E1B_4000x_01 Performance in nanospace

Fonte: Autor (2017)

Figura 13 - Fotomicrografia do E2 obtida por MEV, aumento de 4000 X

SEM HV: 20.0 kV Date(m/dly) 08/19/16 J

View field: 104 pm Det: BSE 20 pm

SEM MAG: 4.00 kx Amostra E2_4000x_01 Performance in nanospace

Fonte: Autor (2017)
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Nas imagens 12 e 13 observam-se extratos com particulas esféricas de diferentes
tamanhos, com um leve grau de aglomeragdo entre elas, uma caracteristica bem conhecida de
pos secos por atomizacao (KHA; NGUYEN; ROACH, 2010). De um modo geral nos dois
extratos, a maioria das microcépsulas apresentou tamanho na faixa de 3 a 8 um. Foi possivel
observar também que os pos encapsulados se encontram livres de rachaduras e poros, o que ¢
muito importante para evitar que o extrato de mirtilo seja exposto ao ambiente e degradado
através da oxidacao.

Da mesma forma que o verificado por Mata; Medeiros; Duarte (2005) quando
realizaram a avali¢do do microencapsulamento de umbu em po, no nosso estudo foi observado
igualmente que as particulas pequenas tendem a aderir a particulas de maior grau de magnitude
e ndo se evidenciou fragmentagdo de particulas ou rachadura de superficie.

Osorio; Forero; Carriazo (2011), realizaram por MEV avaliagdo da goiaba
microencapsulada com maltodextrina e goma arabica e obtiveram o mesmo formato das
particulas do E1, observando que a maioria do tamanho das particulas estava entre 3 ¢ 5 um.
Os mesmos autores citam que a obtengdo de particulas esféricas na microencapsulagao
demonstra um sucesso no processo.

Enquanto as capsulas do E1 apresentaram uma superficie lisa e tamanho mais uniforme,
as capsulas do E2 mostraram tamanhos irregulares, tendo cépsulas maiores e apresentando
superficie aparentemente oca e/ou enrugada (Figura 13). Tal fato pode ser explicado pela
natureza do encapsulante deste extrato, sendo este um complexo de proteinas. Entretanto,
Mestry, Mujumdar e Thorat (2011) sugerem que as capsulas se tornam enrugadas devido as
temperaturas de secagem utilizadas. De acordo com Nijdam e Langrish (2005), quando a
temperatura de secagem ¢ elevada, um grande niimero de particulas em pd tende a ter
superficies lisas, porque a umidade evapora rapidamente da superficie, deixando-a lisa e rigida.
No entanto, quando a temperatura de secagem ¢ relativamente baixa, as particulas produzidas
tendem a encolher e formar superficies enrugadas (TONON; BRABET; HUBINGER, 2008).
Isso ocorre porque a umidade permanece na superficie da capsula, tornando-a macia e maleével,
e as particulas sdo suscetiveis a deflagdo quando esfriam (NIJDAM; LANGRISH, 2005). Por
conseguinte, a otimizag¢do das temperaturas de entrada e de saida de secagem por atomizagao
parece ser necessaria para melhorar as caracteristicas de superficie das particulas em po
produzidas no presente estudo. E desejavel obter particulas esféricas lisas para maximizar a
estabilidade do p6 (OSORIO et al., 2010). Diante do exposto, pode-se admitir que o El

apresentou melhor resposta na encapsulagao.
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4.3.3 Propriedades Sensoriais

4.3.2.1 Anélise de cor

A partir da elaboracao do extrato bruto de mirtilo (EB) fez-se um teste para analisar uma
possivel modificacdo da cor apos seu armazenamento por 1 més, sabendo-se que o mesmo se
apresenta na forma liquida e, portanto, com uma curta vida util. Este pardmetro pode sugerir se
o EB tem condig¢des de ficar armazenado (vida de prateleira) ou se ¢ necessario a elaboragdo
dos extratos em p6 em menor periodo de tempo possivel, para que estes produtos finais nao
venham a sofrer alteragdes sensoriais.

A Tabela 5 demonstra a andlise de cor do EB recém produzido (TO) e apos 1 més (T1)
de armazenamento a 4°C em ambiente escuro, pelas coordenadas L*, a* e b* do sistema

CIELab.

Tabela 5 - Cor do EB logo apds ser produzido (T0) e apés 1 més de armazenamento (T1)

Tempo L* a* b*
TO 25,38a +0,00 09,43a 0,01 02,33ba +0,02
T1 24,75b £0,08 04,93b +0,02 01,30b +0,01

Legenda: EB = extrato bruto de mirtilo; TO = avaliagdo do EB logo apés a sua elaboragio; T1 = avaliagdo do EB
apos o armazenamento por 1 més. Médias de trés repeticdes = estimativa de desvio padrao. As médias seguidas de
uma mesma letra minuscula na mesma coluna ndo variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Letras mintisculas representam diferencas entre o EB em diferentes tempos (TO0, T1).

Fonte: Autor (2017)

Conforme observado na Tabela 5, houve modificagdo significativa de cor do EB apos
seu armazenamento por 1 més, provavelmente ocasionada pela oxidagdo. Este dado sugere que
deve-se elaborar os extratos em pod logo apos a producdo do EB, uma vez que este sofre
alteragdes de cor durante o seu armazenamento, podendo acarretar prejuizos sensoriais também
aos extratos em po.

A Figura 14 demostra o EB logo apds sua elaboragdo (E1) e apds ter ficado armazenado

por 1 més (T1).
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Figura 14 - EB em TO (esquerda) e T1 (direita)

Fonte: Autor (2017)

Segundo Jackman & Smith (1992) a presenca de oxigénio no meio ¢ um fator
significativo na degradacdo de antocianinas, mesmo na auséncia de luz, em todos os valores de
pH. Esta degradacdo ocorre através de um mecanismo de oxidagdo direta ou indireta dos
constituintes do meio que reagem com as antocianinas. Precipitados e desenvolvimento de
turbidez em sucos de frutas podem ser resultado da oxidagdo direta da base carbinol de
antocianinas.

Para a elaboragdo dos extratos em pd de mirtilo utilizou-se entdo, um EB recém
produzido. Os extratos em p6 foram avaliados logo apos a sua elaboragdo e, novamente apos 5
meses de armazenamento. A diferenca de cor dos produtos finais (E1 e E2) pode ser verificada

na Tabela 6.

Tabela 6 - Analise de cor dos extratos em p6 de mirtilo (E1 e E2)

Extratos L* a* b*

E1-TO 71,7 aA £0,1 15,23 aA +0,04 -4,12 aA +0,17
E1-T5 71,7 aA +£0,08 15,21 aA £0,01 -4,10 aA £0,04
E2-TO 87,10 bA 0,18 0,14 bA £0,09 3,47 bA £0,30
E2-T5 87,1 bA £0,13 0,15 bA £0,04 3,45bA +0,04

Legenda: E1 = extrato de mirtilo em pé encapsulado com goma arabica; E2 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado
com CPS. TO = avaliagdo dos extratos logo apds a sua elaboragdo; T5 = avaliagdo dos extratos apos o
armazenamento por 5 meses. Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrdo. As médias seguidas de uma
mesma letra na mesma coluna ndo variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras
minusculas representam as diferengas entre os dois extratos no tempo 0 (T0). Letras maitsculas representam
diferengas entre um mesmo extrato nos diferentes tempos (T0 e T5).

Fonte: Autor (2017)
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Os dois extratos apresentaram diferencas significativas de cor entre si quando avaliados
pelas coordenadas L*, a* e b* do sistema CIELab. Contudo, ndo se verificou modificagdes
significativas de cor nestes extratos apos o armazenamento por 5 meses.

Valores de “L*” representam a luminosidade numa escala de 0 a 100, indicando pouco
brilho (escuro) e muito brilho (claro), respectivamente. Neste estudo, o extrato que apresentou
maior valor de L* (mais brilho ou cor mais clara) foi o E2. Os extratos encapsulados deste
estudo apos a secagem perderam o tom mais escuro e adquiriram tons mais claro, isso ocorreu
pela presenca dos encapsulantes (GA e CPS) pois estes possuem coloragdo clara e estdo em
maior propor¢ao em relacao ao extrato bruto de mirtilo (EB).

A coordenada “a*” representa a variacdo das tonalidades das cores verde e vermelho,
onde valores negativos correspondem a intensidade da cor verde e os positivos a intensidade da
cor vermelha. O E1 apresentou maior valor de a*, indicando que o extrato encapsulado com
goma arabica manteve melhor a cor da matéria-prima, ou seja, do mirtilo.

Valores de “b*” representam a variacdo das tonalidades das cores azul e amarelo, onde
valores negativos correspondem a intensidade da cor azul e os valores positivos a intensidade
da cor amarela. O E2 apresentou maior valor positivo de b*, indicando perda do tom azul e
adquirindo tons mais amarelados, provavelmente ocasionado pelo seu encapsulante (CPS), que
¢ um produto obtido a partir do soro de leite. Em contrapartida, o E1 manteve o tom azulado,
mostrando novamente maior semelhanga com a cor da fruta in natura.

A diferenga de cor dos extratos encapsulados pode ser verificada na Figura 15.

Figura 15 - E1 (esquerda) e E2 (direita)

Fonte: Autor (2017)
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A cor dos alimentos € um importante atributo de qualidade, nao so6 servindo de base para
a identificagdo e a aceitacao de grande variedade de produtos, mas também influenciando
positiva ou negativamente na percep¢do dos demais atributos sensoriais. A cor ¢ um fator
decisivo no momento da escolha de um produto, sendo que o primeiro contato com o alimento
¢ através da cor (PONTES, 2004). Magalhaes et al. (2016) relata que 93,33% das mulheres e
80,95% dos homens observam, dentre os atributos intrinsecos de um produto, a cor, para tomar
a decisdo da compra.

O mirtilo ¢ uma das frutas que apresenta maior quantidade de antocianinas. Estas, por
sua vez, compdoem o maior grupo de pigmentos soliveis em dgua do reino vegetal e sao
estudadas em todo o mundo como agentes da coloracdo natural em alimentos, sendo elas as
responsaveis pelos tons compreendidos desde a coloragdo vermelha até a coloragdo azul em
muitas frutas, legumes e hortalicas (MAZZA; MINIATI, 1993; BRIDLE; TIMBERLAKE,
1997; LOPES et al., 2007). Estes pigmentos constituem uma importante alternativa para a
substitui¢do dos corantes sintéticos na industria de alimentos. O maior limitante para o uso das
antocianinas ¢ a sua baixa estabilidade, quando comparada aos corantes sintéticos (XAVIER,
2004).

Segundo Pontes (2004), o uso de corantes naturais em produtos alimenticios ¢ uma
tendéncia atual, pelo seu forte apelo de marketing, em razao dos consumidores demandarem
cada vez mais produtos que tragam beneficios a satde. Os corantes naturais vém sendo
altamente aplicaveis, porque além de conferirem cor a alimentos, podem contribuir com
propriedades  sensoriais, antioxidantes, antimicrobianas e farmacologicas, como
anticarcinogénico, por exemplo.

Desta forma, acredita-se que produtos derivados de mirtilo podem ser usados também
como corantes naturais na formulagdo de novos alimentos. Neste trabalho, o E1 mostrou-se
como o extrato em p6 que manteve de forma mais eficiente a cor vermelha, assemelhando-se a
cor do mirtilo. Este dado pode significar que o E1 teria uma maior possibilidade de ser aceito
na industria para formulagdo de novos alimentos. Além disso, conforme visto na Tabela 6, os
extratos avaliados nao sofreram alteracdo de cor durante a vida de prateleira pelo periodo de 5

meses, favorecendo seu uso como corante natural.

4.3.3 Propriedades funcionais

4.3.3.1 Compostos fenolicos totais
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O teor de compostos fendlicos totais do EB, E1 e E2 pode ser verificado na Tabela 7.
Tais resultados foram obtidos a partir da curva analitica de acido galico. Os valores de
absorbancia para os extratos foram inseridos na equagdo da curva e os valores foram expressos

em mg de acido gélico por g de extrato (mg EAG/g).

Tabela 7 - Teores médios de compostos fenolicos totais de extratos de mirtilo

Tipo do extrato Compostos fendlicos totais (mgAGE/g de mirtilo)
EB 204a +0,01
El 109b +0,00
E2 100c +0,02

Legenda: EB = extrato bruto de mirtilo; E1 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado com goma arabica; E2 = extrato
de mirtilo em p6 encapsulado com CPS. Médias de trés repeti¢des + estimativa de desvio padrao. As médias
seguidas de uma mesma letra na mesma coluna ndo variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Fonte: Autor (2017)

A concentracdo de compostos fendlicos depende das diferencas genéticas existentes
entre as varias cultivares, das condi¢coes de solo, clima do local de cultivo, das técnicas
utilizadas em sua produ¢do, bem como do grau de maturacdo dos frutos e das condicdes de
estocagem pos-colheita (ZADERNOWSKI; NACZK; NESTEROWICZ, 2005; SEVERO, et
al., 2009).

Nossos resultados mostram que em todos os extratos o teor de compostos fendlicos
diferem entre si. Nos extratos em p6 (E1 e E2) observa-se redugdo no teor de compostos
fenolicos totais, se comparados ao EB. Isso pode ser explicado devido a alta temperatura
aplicada no método de secagem (MORAES; PERTUZZATI, 2007; OLIVEIRA et al., 2015).
Malacrida e Motta (2006) afirmam que as antocianinas sdo sensiveis ao aumento de
temperatura, tanto na etapa de processamento como na estocagem de alimentos. A degradacao
antocianica afeta diretamente as medidas de polifenois e atividade antioxidante.

Pertuzatti, Jacques e Zambiazi (2007), estudando polpa de mirtilo, observaram queda
nos teores de compostos fendlicos, que passaram de 1249 mg AGE/100 g na polpa in natura,
para 208,08 mg AGE/100 g na polpa atomizada sem encapsulante. Da mesma forma, no estudo
de Oliveira et al. (2015) observou-se queda nestes compostos de 210,87 mg EAG/g para 167,40
mg EAG/g, da polpa de mirtilo in natura para polpa em p6 encapsulada com maltodextrina na
proporcao 1:1, respectivamente.

Em nosso estudo, mesmo com a diminui¢do dos compostos fendlicos nos extratos
submetidos a secagem, pode-se afirmar que essas concentragdes ainda se mantiveram
relativamente altas, pois esta redu¢do foi em torno de 50% quando comparada com o EB que

nao foi submetido ao aquecimento, o que também foi observado em outros estudos da literatura.
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A perda destes compostos nao foi maior em decorréncia da prote¢do que o encapsulante
possibilitou nos extratos secos.

Todavia, o extrato encapsulado com goma arabica (E1) se mostrou mais eficiente na
preservacao destes compostos (Tabela 7) em comparagdo com o extrato encapsulado com CPS
(E2). Boroski et al. (2015) sugerem que derivados do leite podem ser analisados quanto ao teor
de compostos fenolicos e atividade antioxidante apos a precipitagdo da proteina, embora ainda
ocorra a presenca de aminoacidos aromaticos que devem ser considerados como interferentes.

Diversos estudos confirmam que os compostos fenolicos, presentes em frutas e
hortalicas, sdo um dos principais responsaveis pela sua atividade antioxidante numa relagao
direta (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002; SEERAM, et al., 2008; PACHECO-
PALENCIA; MERTENS-TALCOTT; TALCOTT, 2009; OLIVEIRA et al., 2015).

4.3.3.2 Identificacdo e quantificacdo de compostos fenolicos individuais por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A Tabela 8 demostra os compostos fenolicos identificados e quantificados no EB. Os
acidos galico, elagico e cafeico, e a rutina, quercetina e mangiferina foram os compostos

fenolicos separados e identificados por HPLC nesta pesquisa.

Tabela 8 - Compostos fendlicos identificados por HPLC em extrato bruto de mirtilo (EB)

Polifenois EB (mg/mL)
Acido galico 2,339
Acido elagico 8,692

Rutina 5,509

Quercetina 0,573
Acido cafeico 0,117

Campferol 0
Mangiferina 2,501

Legenda: EB = extrato bruto de mirtilo. Médias de trés repetigdes.

Fonte: Autor (2017)

O 4cido eldgico foi o 4cido fendlico predominante dentre os compostos fenolicos
analisados no EB (Tabela 8). Este dado diverge do estudo de Pertuzatti (2009) em que o
principal constituinte encontrado em extrato bruto de mirtilo foi o acido gélico. No entanto, a
rutina e o acido galico, respectivamente, também foram encontrados em quantidades elevadas

no presente estudo.
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Segundo Skrede e Wrolstad (2002) os acidos fenolicos mais comumente encontrados
em pequenas frutas sao os acidos cinamicos e benzoicos. Os acidos cindmicos frequentemente
encontrados sdo o acido cafeico, p-cumarico e o fertlico, e os dcidos benzbdicos mais comuns
em pequenas frutas sdo p-hidroxibenzoico, acido galico e elagico, sendo o ultimo mais
encontrado em membros da familia Rosaceae, especificamente, morango, framboesa e amora.

O flavonoide rutina foi o segundo composto encontrado em maior abundancia. Valores
de rutina também foram encontrados em mirtilo, goji berry e agai no estudo de Moura (2016),
sendo que em tal estudo, a maior concentracao deste flavonoide foi encontrada em goji berry.

A mangiferina ¢ um dos constituintes fenolicos majoritarios encontrados em mangueira,
podendo ser detectada nas folhas, casca do caule, fruto e raizes (RICHARDSON, 1983;
RIBEIRO et al., 2008). Segundo Canuto (2009) o interesse cientifico pela mangiferina ¢
atribuido ao seu grande potencial farmacologico, cujo estudo permitiu a descoberta de varias
atividades, tais como antioxidante, anti-inflamatoria, hipoglicemiante ¢ imunomodulatoéria.
Ressalta-se que ndo foram encontrados na literatura outros estudos que apontassem a presenca
de mangiferina em pequenas frutas como mirtilo. Tal resultado deve entdo, ser interpretado
com cautela, uma vez que pode ser sido ocasionado devido a um erro experimental.

A quercetina foi identificada em nosso extrato bruto de mirtilo, sendo ela um dos
principais componentes presentes na casca do mirtilo. A radiacdo solar ¢ responsavel por
aumentar o conteido tanto de quercetina, como de campferol em folhas de “Bilberry”, que é o
mirtilo nativo europeu, o que sugere que estes compostos sejam fotoprotetores (RIITHINEN et
al., 2008). Em nosso estudo, campferol ndo foi identificado nos extratos avaliados.

Slatnar et al. (2012) avaliou a composicao fendlica em relacdo a atividade antioxidante
de sucos de frutas vermelhas e concluiu que os flavonois quercetina, miricetina e campferol
presentes no suco de mirtilo sdo mais eficazes em desempenhar atividade antioxidante quando
comparados as antocianinas.

Estudos com identificagdo e quantificagdo de compostos fendlicos podem ser
encontrados na literatura, porém o método empregado, equipamento e condi¢des para separacao
e identificacdo sao distintos.

No estudo de Huang et al. (2012) que identificou compostos fendlicos presentes em
mirtilos produzidos em Nanjing (China), relatou que os mesmos continham altos niveis de acido
hidroxibenzodico e acido vanilico e identificou, como compostos fendlicos predominantes a
catequina, o acido cafeico, acido ferulico, rutina, miricetina, quercetrina e quercetina. Os
autores concluiram que ndo haviam grandes diferengas na composi¢cdo daquele mirtilo com

aqueles produzidos em outras regides do mundo.
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As divergéncias entre os valores encontrados neste trabalho frente aos de outros
pesquisadores, quantidades variadas, presenca ou auséncia de alguns compostos nos extratos,
podem estar associadas a varios fatores, como cultivar, forma de cultivo em areas distintas,
originando frutos com composi¢des diferentes, diferencas nos métodos de extragdo aplicado e
sensibilidade dos equipamentos de identificagdo e das condi¢des operacionais como

temperatura, tempo de eluicdo, tipo de coluna, e método de analise.

4.3.3.3 Atividade antioxidante por DPPH

A Tabela 9 apresenta o pico maximo de atividade antioxidante dos extratos de mirtilo
em relacdo ao tempo (min.) quando em contato com o radical DPPH.

Os extratos foram reavaliados apds serem submetidos ao armazenamento a 4°C em
ambiente escuro. Considerou-se os seguintes tempos de armazenamento: TO para todos os
extratos (EB, E1 e E2) avaliados logo ap6s a sua elaboragdo; T1 para o EB reavaliado apo6s 1
més de armazenamento; ¢ TS5 para os extratos em po (E1 e E2) reavaliados apds 5 meses de

armazenamento.

Tabela 9 - Tempo de pico e % méximo de inibi¢do do radical DPPH quando em contato com extratos de mirtilo

Extratos Tempo de pico maximo da Percentual méximo de inibi¢do
inibi¢ao (min.) (%)

EB-TO 30 min. 87,72 aA £ 0,38

EB-TI 30 min. 80,69 B + 1,24

E1-TO 150 min. 80,54 bA +2,56

E1 -T5 150 min. 66,32B + 3,51

E2-TO 15 min. 33,3¢=£1,78

E2 -T5 * *

Legenda: EB = extrato bruto de mirtilo; E1 = extrato de mirtilo em pd encapsulado com goma arabica; E2 = extrato
de mirtilo em pé encapsulado com CPS; TO = avaliagdo dos extratos logo apos a sua elaboragdo; T1 = avaliagdo
do EB apos o armazenamento por 1 més; TS5 = avaliagdo dos extratos em p6 (E1 e E2) apds o seu armazenamento
por 5 meses. * = resultado ndo mensurado. As médias seguidas de uma mesma letra na coluna ndo variaram
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Letras minusculas representam as diferengas entre os
trés extratos (EB, El ¢ E2) no tempo 0 (T0). Letras maitsculas representam as diferengas entre um mesmo extrato
nos diferentes tempos (T0, T1 ou T5).
Fonte: Autor (2017)

A Tabela 9 evidencia que o EB (em TO e T1) e o E1 (em TO) apresentaram eficiéncia
na captura do radical DPPH, cujo % de inibi¢do foi superior a 70%. Tanto o EB quanto o E1
apresentaram perda significativa em sua atividade antioxidante apos serem armazenados. O E2,
por sua vez, apresentou uma inibi¢ao inferior a 60% (33,3%), elucidando uma fraca capacidade

em sequestrar o radical DPPH, sendo este resultado estatisticamente inferior aos outros extratos
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avaliados. Sendo assim, ndo reavaliamos este extrato apos o armazenamento por 5 meses,
entretanto o estudamos mais detalhadamente a seguir.
O Figura 16 apresenta a correlagdo do EB ao ser recém produzido (T0) e também apds

0 armazenamento por um més (T1).

Figura 16 - Inibi¢ao do radical DPPH quando em contato com o extrato bruto (EB) — TO e T1
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Legenda: EB - T0O = extrato bruto de mirtilo logo apds a sua elaboragdo; EB - T1 = extrato bruto de mirtilo apds
0 seu armazenamento por 1 més.
Fonte: Autor (2017)

Embora o EB em T1 apresentou alta eficiéncia na captura do radical DPPH (80,69% de
inibi¢do), sua atividade antioxidante sofreu decréscimo significativo (Tabela 9) apos o
armazenamento. Além disso, ¢ possivel notar que tanto em TO como em T1, o percentual
maximo de inibicado de DPPH ocorreu em 30 minutos. Este tempo ¢ considerado habitual para
amostra de frutas ndo encapsuladas.

Pertuzatti (2009), ao avaliar a atividade antioxidante na casca, polpa e fruta inteira de
mirtilo, constatou que a parte que apresentou a maior atividade antioxidante foi a casca, em 30
min. de contato com o DPPH. Em estudo envolvendo outras frutas, as polpas de acerola e de
uva se destacaram na avaliagdo da atividade antioxidante, com mais de 90% de sequestro do
radical DPPH ap6s 30 min. (VARGAS; HOELZEL; ROSA, 2008).

Em extratos encapsulados entende-se que quanto maior for o tempo da inibicado maxima,

maior sera a eficiéncia do agente encapsulante. A Figura 17 mostra a inibi¢do do radical DPPH
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em relagdo ao tempo, quando em contato com o El recém produzido (TO) e apds o

armazenamento por cinco meses (T5).
Figura 17 - Inibigdo do radical DPPH quando em contato com o E1 —T0 e TS
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Legenda: El - TO = extrato em p6 de mirtilo encapsulado com goma arabica logo apds a sua elaboragao; E1 - T5
= extrato em po de mirtilo encapsulado com goma arabica apds o seu armazenamento por 5 meses.
Fonte: Autor (2017)

A atividade antioxidante do E1, tanto em TO quanto em T35, apresentou % de inibicao
maxima do radical DPPH em 150 min. (2 h 30 min.). Por meio deste dado, pode-se afirmar que,
embora o armazenamento do E1 ocasionou diminui¢do significativa da atividade antioxidante
de 80,54% (TO) para 66,32% (T5) (Tabela 9), o tempo de pico méximo de inibi¢do manteve-se
igual, em 150min. Este dado sugere €xito no processo de encapsulagao.

Para a andlise do E2 houve a necessidade de realizar algumas adaptacdes nas condig¢des
do teste. Considerou-se um menor periodo de tempo em fun¢do da necessidade do processo de
precipitagdo de proteinas, pois acredita-se que a inibi¢cdo do radical DPPH aconteca de forma
mais rapida, uma vez que a capsula foi rompida e precipitada. Dessa forma, ndo foi possivel
verificar a eficiéncia do encapsulante CPS por meio do tempo de pico maximo de inibigdo. Por
este motivo e pelo fato de o E2 ter apresentado uma atividade antioxidante muito inferior ao
E1, ndo foi repetida a analise apos o armazenamento. A Figura 18 demostra a inibi¢ao do radical

DPPH quando em contato com E2, logo apos a sua produgao (TO).
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Figura 18- Inibi¢do do radical DPPH quando em contato com E2 — T0
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Legenda: E2 - TO = extrato em p6 de mirtilo encapsulado com CPS apds a sua elaboragao.
Fonte: Autor (2017)

Verifica-se que o E2 apresentou o maior pico de atividade antioxidante (33,3%) em 15
min., no entanto, essa atividade se mostrou muito inferior a encontrada no E1. Com base nestes
resultados, sugere-se duas hipodteses:

1*) O CPS nao agiu de forma eficiente na encapsulacao do extrato de mirtilo e, ao ser
submetido ao processo de atomizagdo, houve a degradacdo da atividade antioxidante.

2%) O CPS agiu eficientemente na encapsulagdo do extrato de mirtilo, a ponto de a
capsula nao ter sido rompida no preparo da amostra (10 min. em contato com o solvente sob
agitacdo em vortex), como evidenciado no E1, onde o pico maximo de atividade antioxidante
ocorreu em 150 min. Assim sendo, a cépsula ndo rompida foi submetida ao processo de
precipitagdo de proteina, ndo havendo a liberacdo da atividade antioxidante para o
sobrenadante.

Com base na segunda hipdtese e a baixa atividade antioxidante encontrada no E2, fez-
se necessaria uma nova avaliacdo, na qual trabalhou-se com uma adaptacao do método para o
rompimento da cépsula. Para tal, o E2 foi deixado em contato com o solvente, sob agitagcdo e
protecao da luz, por um periodo de 2 h 30 min. (tempo estimado em que o E1 apresentou maior
atividade antioxidante). Apds este periodo fez-se a precipitagdo da proteina com solucdo de
acido acético (6%), nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente. A Tabela 10 mostra a
diferenca encontrada na nova avaliagdo em relagdo a anterior pelo método DPPH e a Figura 19

apresenta os novos resultados considerando a mesma faixa de tempo.
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Tabela 10 - Diferenga ap6s a ruptura de capsula do E2 por 150 min.

E2 em contato com o Tempo de pico maximo da Percentual méximo de
solvente inibi¢ao (min) inibicao (%)
Ruptura das capsulas por 10 15 min. 33,3a+1,78
min.
Ruptura das capsulas por 15 min. 37,2a+7,72
150min.

Legenda: EB = extrato de mirtilo encapsulado com CPS. As médias seguidas de uma mesma letra na mesma coluna
ndo variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor (2017)

Figura 19 - Inibi¢@o do radical DPPH quando em contato com E2 — T0 ap6s ruptura da cépsula por 155 min.
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Legenda: E2 - TO = extrato em po6 de mirtilo encapsulado com CPS apo6s a sua elaboragao.
Fonte: Autor (2017)

Por meio das tltimas explanagdes, observa-se que ndo houve diferenga significativa na
atividade antioxidante do E2 apds a adaptacdo do processo de ruptura da capsula.

Considera-se entdao, que a primeira hipotese levantada a respeito da baixa atividade
antioxidante do E2 tenha sido a mais coerente. Desta maneira, a analise DPPH evidencia que o
E1 mostrou uma melhor atividade antioxidante, quando comparado ao E2.

Ressalta-se que, para a confiabilidade dos resultados deste experimento, verificou-se
também a atividade antioxidante dos encapsulantes em pé utilizados na pesquisa (GA e CPS),
todavia, os mesmos nao demostraram atividade quando avaliados isoladamente. Realizamos
também outra avaliagcdo utilizando uma for¢a de cisalhamento maior no momento de romper as

microcapsulas dos extratos, triturando as amostras (solugdo de p6d + agua) no liquidificador por
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5 min., entretanto n3o observamos alteragdes nos resultados de % de inibi¢ao e de tempo de
pico maximo de inibicao.

A atividade antioxidante encontrada em nossos extratos apresentou correlacio direta
com os teores de compostos fenolicos totais. Outros autores relatam que uma dieta rica em
frutas que contém elevados teores de polifenois proporciona prevencgao contra doencas, devido
as propriedades antioxidantes (NICHENAMETLA et al., 2006).

Segundo Giovanelli, Brambilla e Sinelli (2013), a atividade antioxidante do mirtilo
depende do seu complexo fitoquimico, sendo representado principalmente por antocianinas,
procianidinas, acido clorogénico e outros compostos flavondides. Supde-se que as antocianinas
sdo responsaveis por cerca de 84% da atividade antioxidante do mirtilo, enquanto que o acido
ascorbico, o qual também estd presente em mirtilos numa quantidade significativa, contribui
em 10% da capacidade antioxidante (BARBERIS et al., 2015; HARASYM; OLEDZKI, 2014).

Diferente de algumas outras bagas, a atividade antioxidante de mirtilos ¢ maior nos
estagios iniciais de maturagdo e durante a pigmentacao inicial do que na fase madura. Isto esta
relacionado com um alto nivel de acidos hidroxicinamicos e flavondis antes da maturacdao. A
menor capacidade antioxidante de mirtilos maduros pode indicar que as antocianinas t€m menor
potencial antioxidante do que outros compostos fenolicos, como flavondis (RODARTE
CASTREJON, 2008).

Com relagdo a variancia de cultivares, para os mirtilos rabbiteye (utilizados na atual
pesquisa) a hipotese era de que eles poderiam ter maior atividade antioxidante do que as
variedades lowbush e highbush. Isto pode ser devido a sua pele mais espessa, tendo
concentragdes mais altas de antocianinas. As variagdes do teor fenolico total entre cultivares e
estadios de maturagdo sdo relevantes para as mudangas obtidas na atividade antioxidante. Além
disso, a contribui¢cdo de cada composto fenolico individual para a capacidade antioxidante total
pode variar (PERTUZATTI et al., 2014).

Em um estudo realizado por Reque et al. (2014) foi constatado que o congelamento de
frutos de mirtilo aumentou a capacidade antioxidante durante os primeiros trés meses de

armazenamento, seguido de uma reducao até ao final dos seis meses de armazenamento.

4.4 ESTABILIDADE DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS FRENTE A VIDA DE
PRATELEIRA DO EXTRATO SELECIONADO

Perante os testes realizados até entdo, evidencia-se que o extrato em po de mirtilo

encapsulado com goma arabica (E1) apresentou melhores caracteristicas morfologicas,
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sensoriais e funcionais, sendo, por tal motivo, selecionado para dar continuidade aos estudos.

4.4.1 Estabilidade de fendis e flavonoides totais

Com o intuito de avaliar a estabilidade dos fendis totais e flavonoides presentes no E1
em relacdo ao tempo de armazenamento, verificou-se o contetido cujo os resultados estao
representados na Tabela 11. O extrato foi avaliado logo apos a sua elaboragao, e apos 5 e 10
meses de armazenamento sob refrigeragdo (4°C). A quantidade total de fenois do extrato foi
quantificada por meio de uma curva padrdo preparada com acido galico e expressa como
equivalente de acido gélico (GAE); e a quantifica¢do de flavonoides totais foi realizada por

meio da curva padrdo preparada com catequina e expressa como equivalentes de catequina.

Tabela 11 - Teores médios de fendis totais e flavonoides do E1 em 0, 5 e 10 meses de armazenamento sob
refrigeracdo a 4°C

E1 em meses de Fenois totais Flavonoides totais
armazenamento (ng/mL acido galico) (ug/mL catequina)
0 meses 6,89a + 0,81 17,84a+ 1,12
5 meses 2,82b +1,26 8,73b £1,33
10 meses 1,58b + 1,44 8,62b + 1,74

Legenda: E1 = extrato de mirtilo em p6 encapsulado com goma arabica. As médias seguidas de uma mesma letra
na mesma coluna ndo variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor (2017)

Os resultados indicam potencial do extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica
(E1) como alimento funcional, pois verificou-se a presenca de compostos bioativos como os
fendis e flavonoides, mesmo apos o processamento da fruta.

A Tabela 11 mostra coeréncia entre as duas andlises, em que obteve-se queda
estatisticamente significativa no teor tanto de fendis quanto de flavonoides apds o
armazenamento por 5 e¢ 10 meses, se comparado com o extrato sem armazenamento.
Entretanto, nos dois periodos de armazenamento (5 e de 10 meses), ndo foram observadas
diferencas estatisticas, apontando uma estabilizacdo na degradacdo desses compostos a partir
do 5° més. Tal dado ¢ de relevancia para a industria de alimentos pois sugere que o E1 mantém
os fendis e flavonoides totais por até 10 meses sob refrigera¢do a 4°C, mas que de 0 para 5 ou
10 meses ocorre uma perda significativa nestes compostos.

Segundo Gomes, Silva e Pinheiro (2016) a adogao de um padrao alimentar equilibrado,
rico em alimentos com ac¢do antioxidante e anti-inflamatoria, como as frutas ricas em
flavonoides (“berries”), pode apresentar papel crucial na prevencao e regressao de mediadores

do estresse oxidativo (COSTAMAGNA et al, 2016) e na inibicdo das vias de sinalizagdo
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inflamatorias, especialmente as vias STAT (MOSS; RAMIJI, 2015) e NF-kp (NAVARRETE;
ALARCON; PALOMO, 2015) que, consequentemente, podem inibir a secrecao de mediadores
inflamatorios.

Trabalhos encontrados na literatura indicam similaridade com os dados obtidos neste
estudo, se reportados em mesma unidade. Oliveira (2014) encontrou teor de flavonoides totais
de 25,53 mg/g quando analisou polpa de mirtilo encapsulada com goma ardbica (1:1).
Resultados mais satisfatorios foram encontrados por Pante (2014) ao estudar polpa integral de
amora-preta encapsulada com goma ardbica (33,33 mg equivalente quercetina/100 g) e com
maltodextrina (29,02 mg equivalente quercetina/100 g). No trabalho de Tosoni (2015) também
se evidenciou um maior teor de flavonoides no extrato de framboesa encapsulado com goma
arabica (0,2107 mg/100g de quercetina) quando comparado ao encapsulado com maltodextrina

(0,1511 mg/100g de quercetina).

4.4.2 Estabilidade antioxidante pelo método ABTS em diferentes temperaturas

A Tabela 12 e o grafico representado pela Figura 20 demonstram a atividade
antioxidante do E1 avaliada a cada sete dias durante quatro semanas, sob congelamento (-18°C),

refrigeracdo (4°C) e temperatura ambiente (25°C).

Tabela 12 - Estabilidade antioxidante do E1 frente a diferentes temperaturas durante quatro semanas

Condig¢des de Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
temperatura
-18°C 23,62a +£0,02 20,93b +0,10 18,69 ¢+0,42 18,36¢+0,32
4°C 21,00 a +0,03 20,44 a+0,48 19,33b+0,03 9,48 ¢+0,04
25°C 17,2a +0,02 16,79ab 0,18 16,55b+0,33 4,89 ¢+0,03

Legenda: E1 = extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica. As médias seguidas de uma mesma letra, na
mesma linha, ndo variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Autor (2017)
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Figura 20 - Estabilidade antioxidante do E1 submetido a diferentes temperaturas
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Fonte: Autor (2017)

Os extratos mantidos sob refrigeracdo (4°C) e temperatura ambiente (25°C) tiveram
um declinio consideravel da atividade antioxidante a partir da terceira semana, evento nao
observado no extrato congelado (-18°C), que apresentou diminuicdo de sua atividade
antioxidante da primeira para a segunda semana, mas que se estabilizou da terceira para a
quarta semana. Sugere-se dessa forma, que o extrato congelado (-18°C) apresentou menor
degradacdo de seus compostos, sendo essa uma informagao importante sobre a manutengao
da atividade antioxidante deste produto, quando submetido ao armazenamento.

Em todas as amostras observou-se diferencas a 5% de significancia em fungdo do
tempo de armazenamento. Tal resultado corrobora para a conclusdo de que os compostos
responsaveis pela atividade antioxidante sdo sensiveis ao armazenamento, principalmente
quando ha incidéncia de calor. Todavia, o fato de que em até duas semanas ndo houve
alteracdo da atividade antioxidante nos extratos mantidos sob 4° e 25°C pode estar indicando
uma prote¢ao pelo encapsulante utilizado.

Em um trabalho realizado por Jacques (2009) sobre a estabilidade de polpa de amora
preta armazenada em diferentes condi¢des de temperaturas (-10, -18 e -80°C) durante 6 meses,
o autor relatou que a temperatura de -10°C foi suficiente para ndo causar alteracdes
significativas com relacdo a fenodis totais, antocianinas totais, capacidade antioxidante e
acidez titulavel em apenas 2 meses. A temperatura de -18°C foi suficiente para ndo causar
alteracdes significativas nas polpas com relacdo a fendis totais e capacidade antioxidante por

4 meses, antocianinas totais por 2 meses e -caroteno 6 meses. Na temperatura de -80°C,
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poucas foram as alteragdes causadas na polpa armazenada por 6 meses, sendo observado
apenas pequenas alteragdes em solidos soluveis.

Fracassetti et al. (2013) avaliaram os efeitos do armazenamento sobre o teor de
antocianinas totais e atividade antioxidante do p6 congelado de mirtilo silvestre mantido a 25,
42, 60 e 80°C por 49 dias. O armazenamento reduziu o conteido de antocianinas totais em
todas as temperaturas, todavia, esta reducao foi mais lenta a 25°C (-3% apds 2 semanas),
enquanto que foi mais rapida a 60°C (-60%) e a 80°C (-85%) apds 3 dias. Contudo, ndo foram
detectadas alteragdes significativas na atividade antioxidante pelo aumento da temperatura.

Ja no estudo de Murphy et al. (2009) foi avaliada a manutengdo da atividade
antioxidante de mirtilos sob diferentes formas de coc¢ao doméstica. Os autores relataram que
ndo houve perda significativa da atividade antioxidante nem mesmo quando os frutos foram
submetidos a fritura. O mirtilo frito ainda manteve melhor essa atividade quando comparado
ao mirtilo cozido em fogo baixo controlado. Os autores concluiram que mirtilos parecem ser
estaveis ao calor da coc¢do e podem fazer parte de receitas gastronomicas como boa fonte de
antioxidantes dietéticos.

Dados de estabilidade deste trabalho e de estudos encontrados na literatura
demonstram a eficacia da conservacgdo de p6d encapsulado de mirtilo sob baixas temperaturas
para a manutencdo dos compostos bioativos.

Em relagdo ao processo de secagem aplicado, Tatar Turan et al. (2016) estudaram a
influéncia do uso de um bico ultrassonico na atomizagao sobre a estabilidade das propriedades
funcionais de um po6 encapsulado de mirtilo. Houve diferenca significativamente maior no teor
fenolico total e no poder antioxidante das microcdpsulas produzidas por um bico ultrassonico
quando comparado a um bico convencional. Além disso, o bocal ultrassonico mostrou um efeito
protetor significativo sobre as propriedades fisico-quimicas do que o bico convencional. Os
autores concluiram que a produgdo de microcéapsulas utilizando bicos ultrassonicos ¢ viavel

para ser usado como uma ferramenta funcional na industria de alimentos.

4.5 ESTUDO IN VIVO COM O MODELO Saccharomyces cerevisiae

Os resultados dos ensaios utilizando o E1 no modelo Sacharomyces cerevisiae estdo
apresentados a seguir, nos itens 4.5.1 (Peroxidagao lipidica pelo método de TBARS) e 4.5.2
(Atividade enzimatica da glutationa (GPX) por DTNB).
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4.5.1 Peroxidacao lipidica pelo método de TBARS

Os resultados que estao apresentados na Figura 21 sdo relativos a peroxidagao lipidica
- TBARS frente a toxidade de ferro em Saccharomyces cerevisiae. Verificamos diminuigao
significativa dos niveis de peroxidagdo lipidica nas cepas tratadas com E1 (10,56b £1,27), se

comparadas ao controle (26,08a +0,01).

Figura 21 - Valores médios de peroxidacao frente a toxidade de ferro com e sem tratamento com E1
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Legenda: E1 = extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica.
Fonte: Autor (2017)

Um dos principais mecanismos de lesdo causada pelo estresse oxidativo como resultado
da geracao de radicais livres ¢ a oxidacao da camada lipidica da membrana celular, podendo
levar a danos celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997, SAMPAIO; MORAES, 2010;
FRANCA etal., 2013). Os nossos resultados relativos aos niveis de peroxidag¢ao lipidica (Figura
21) nos revelam que o extrato de mirtilo encapsulado com goma ardbica diminuiu de forma
significativa os niveis de peroxidos nas células em estudo.

Salientamos que independentemente do extrato de mirtilo agir sobre a toxicidade de
ferro, ele também mostra a¢ao antioxidante nas cepas que ndo apresentam a expressao do ferro,
efetivando seu poder protetor frente a peroxidacao lipidica. Os estudos com antioxidantes tém
evidenciado beneficios no uso de nutrientes isolados no tratamento e prevencao de doencas.
Estes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e redugdo das lesdes causadas pelos radicais livres
nas células dificultando o ataque das espécies reativas sobre os lipideos (BERTOLIN et al.,
2009).

A eficacia do sistema antioxidante depende do tipo de molécula geradora do estresse

oxidativo, como também a localizagdo intra ou extracelular dessa molécula. O extrato de
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mirtilo, substancia de interesse nesse estudo atua mais diretamente no radical hidroxil, podendo
assim ser utilizado para minimizar os danos a membrana celular, inibindo a formagao de
radicais livres e protegendo a satde. Slatnar et al. (2012) avaliaram o efeito do suco de
diferentes bagas na oxidacdo em células de Saccharomyces cerevisiae. Como resultados, os
autores obtiveram diminuicao significativa da oxidagdo intracelular em relacdo ao grupo
controle quando utilizado o suco de mirtilo. Oprea et al. (2014) estudaram o efeito protetor de
extratos de mirtilo em células de Saccharomyces cerevisiae estressadas com cadmio e
obtiveram como resultado uma agdo protetora do mirtilo contra este estressor. Os autores
concluiram que extrato de mirtilo pode ser utilizado como suplemento alimentar potencialmente
valioso para individuos expostos a caddmio.

A levedura Sacharomyces cerevisiae ¢ um modelo de organismo apropriado para
processos celulares eucarioticos fundamentais, como a atividade antioxidante celular
relacionada a compostos bioativos (CIGUT, et al. 2011; ZAKRAJSEK; RASPOR; JAMNIK;
2011). Nestes organismos os danos oxidativos de proteinas, lipideos, acidos nucleicos e outros
componentes celulares, bem como sistemas de defesa contra o estresse oxidativo sao
semelhantes ao organismo humano em quase todos os niveis de organizagdo celular. Assim
sendo, os microrganismos sao modelos Uteis para estudar varios aspectos do estresse oxidativo
nos niveis bioquimico, biol6gico molecular e celular (SIGLER, et al. 2009; SLATNAR et al.,
2012).

Partindo-se da ideia de que o organismo da Saccharomyces cerevisiae apresenta
semelhanga com o organismo humano em termos de oxidacdo e peroxidacdo lipidica, este
resultado abre novos caminhos de oportunidades para o desenvolvimento de terapias
preventivas ou de reversao contra os danos causados pela toxicidade celular de ferro a partir da

utilizacao do extrato de mirtilo.

4.5.2 Atividade enzimatica da glutationa

Os resultados da Figura 22 representam a dosagem da atividade da glutationa
peroxidade (GPX) em Saccharomyces cerevisiae frente a toxidade com ferro. O tratamento com

E1 mostrou aumento significativo nos indices de GPX.
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Figura 22 - Valores médios da dosagem da atividade enzimatica da GPX por DTNB frente a toxidade de ferro
com e sem tratamento de extrato de mirtilo
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Legenda: E1 = extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica.
Fonte: Autor (2017)

Os radicais livres, gerados por reacdes metabolicas, sdo os principais responsaveis pelos
danos celulares (BARBOSA et al., 2010; FRANCISQUETI et al., 2017). De acordo com esses
autores a presen¢a de radicais livres conduz uma reacdo em cadeia, que passa a alterar a
conformagdo, a estrutura ou as fungdes de proteinas, fosfolipidios de membrana, acidos
nucleicos e outros componentes celulares (BARBOSA et al., 2010). O aumento na producao de
espécies reativas de oxigénio ocorre devido erros na sintese das enzimas enddgenas
antioxidantes, quando incapazes de evitar os danos celulares (COLLIER; KANAAN;
KORDOWER, 2011; FRANCISQUETI et al., 2017). A eficiéncia das defesas antioxidantes
naturais, que incluem as enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
(GPX), ¢ crucial na atenuacdo destes radicais livres e na possivel instalacdo do estresse
oxidativo (RISTOW; SCHMEISSER, 2011).

Nossos achados através da quantificacao da atividade da enzima GPX revelaram que o
extrato de mirtilo foi capaz de modular os pardmetros enzimaticos aumentando
significativamente os niveis de atividade da GPX frente a toxicidade por ferro.

As enzimas GPX, juntamente com as SOD e CAT fornecem a primeira linha de defesa
antioxidante contra espécies reativas de oxigénio através da desmutacao catalisada por enzimas
de O3 - para H2O», que ¢ ainda reduzida a oxigénio e agua (SALMINEN; PAUL, 2014). Estas
desempenham papel importante no processo metabolico da detoxificagao eletrofilica, sendo
considerado um fiavel indice de estressor oxidativo (CHIOU; TZENG, 2000; HATEM et al.,
2014; JAMIESON, 1998; ROVER JUNIOR et al., 2001).

No estudo realizado por Guo, Kim e Lee (2017) que investigaram os efeitos da

administracdo de pd de mirtilo liofilizado no desempenho cognitivo de ratos adultos expostos
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a estresse leve cronico, detectaram aumento significativo expressivo na atividade da (GPX) e
concluiram que a suplementacdo de mirtilo parece ter potencial benéfico em termos de
prevencao de um declinio cognitivo durante o estresse, sendo que estes efeitos podem se
estender ao declinio cognitivo associado a outras doengas neuropaticas.

Efeitos positivos na atividade da GPX com a administragao de mirtilo também foram
evidenciados no estudo de Song, Huang e Yu (2016), os quais induziram diabetes e inflamagao
de retinas em ratos. Com a suplementacdo de mirtilo os autores obtiveram um aumento no
contetido da glutationa (GSH e GPX) e evidenciaram maior capacidade antioxidante da retina

dos animais.
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5 CONCLUSOES

O extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica (E1), quando comparado ao extrato
encapsulado com CPS (E2), se mostrou mais eficiente na preservacao das propriedades
funcionais e caracteristicas morfologicas. Além disso, este extrato apresentou atributo sensorial
(cor) muito semelhante a fruta de mirtilo, o que favorece o seu uso como corante natural no
desenvolvimento de novos alimentos enriquecidos deste extrato.

Nossos testes evidenciaram que o E1 mantido sob refrigeracdo (4°C) por 10 meses
sofreu uma diminui¢cdo de seus compostos bioativos e da atividade antioxidante logo nos 5
meses de armazenamento. Comprovamos também que este extrato em pd, quando mantido sob
congelamento (-18°C), consegue manter de forma mais eficiente sua atividade antioxidante. As
industrias de interesse devem assegurar a conservacao deste tipo de extrato preferencialmente
sob congelamento para evitar a degradacdo dos compostos bioativos e consequente perda da
atividade antioxidante.

Quando aplicamos o E1 em células de levedura Sacharomyces cerevisiae estressadas
com ions de ferro, obtivemos reducao significativa da peroxidagao lipidica assim como um
aumento na atividade enzimatica da glutationa.

Profissionais de satide como nutricionistas, além de recomendarem o consumo de frutas
vermelhas in natura, como o mirtilo, por exemplo, podem ainda sugerir o consumo de alimentos
industrializados enriquecidos com extratos de frutas que apresentem caracteristicas funcionais
semelhantes. O nosso extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica mostrou atender ao
requisito mencionado, tornando-se um ingrediente promissor no desenvolvimento de produtos
alimenticios com fins terapéuticos. Diante do exposto, nosso estudo forneceu dados importantes
para a industria de alimentos que deseja se aprimorar e investir no ramo de alimentos saudaveis,

como os alimentos funcionais.
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Resumo

Uma nova tendéncia alimentar e de cuidados com satide vem sendo evidenciada hoje
em dia, isso devido a um aumento nos casos de doengas cronicas e problemas relacionados a
ma alimentacao, observados nas ultimas décadas. O consumidor busca por uma alimentagao
que, além de ter praticidade de consumo, possa proporcionar beneficios a saude e prevencao de
doencas. A industria de alimentos, atenta a este novo e crescente segmento de mercado tem
investido na busca de substancias que contenham compostos bioativos, com interesse para o
desenvolvimento de alimentos funcionais. O mirtilo (Vaccinium spp.) é uma fruta que esta
ganhando destaque neste segmento da industria, ocasionado pelo reconhecimento das suas
propriedades terapéuticas. Estas se devem, sobretudo, pela presenca de compostos fendlicos, os
quais desempenham atividade antioxidante capaz de contribuir para a preven¢ao de doengas.
Por ser uma fruta de pequena produgao e de curta vida util, torna-se necessario a aplicagao de
tecnologias de processamento. A técnica de secagem por atomizagdo associada a encapsulagao
tem por finalidade fornecer a protecdo das substincias de interesse, pois evita o contado direto
delas com a luz e o calor, j4 que estdo protegidas, envoltas pelo encapsulante. Isto tem
possibilitado uma maior oferta de alimentos com potencial funcional e com maior vida de
prateleira, a0 mesmo tempo em que agrega maior valor comercial aos produtos desenvolvidos.
O dominio das técnicas de processamento para o mirtilo, € o conhecimento da manutenc¢ao das
propriedades funcionais de produtos elaborados ¢ de suma importancia para a industria que
deseja se destacar no ramo de alimentos funcionais. Este trabalho visou o estudo das
propriedades morfoldgicas, sensoriais e funcionais de um extrato encapsulado de mirtilo, assim
como a manutencao de suas propriedades funcionais durante a vida de prateleira. Por meio das
analises realizadas obtivemos um extrato com cor semelhante ao da fruta, o qual pode ser
utilizado também como corante natural; obtivemos através da anélise de morfologia externa das
microcapsulas por (MEV), particulas esféricas, sem poros e rachaduras; quando verificamos o
poder antioxidante do nosso extrato em células de leveduras Saccharomyces cerevisiae
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estressadas com ions de ferro, obtivemos reducao da peroxidagao lipidica pelo método TBARS
e aumento da atividade enzimatica da glutationa. Nosso extrato, quando armazenado por 10
meses a 4°C, mostrou diminuicao significativa da atividade antioxidante e do teor de fenois e
flavonoides totais ja no 5° més de armazenamento, contudo, ndo observamos diferencas
estatisticas do 5° até o 10° més. Nosso estudo comprovou que o extrato de mirtilo encapsulado
com goma arabica desempenha func¢do protetora da saude e pode ser um ingrediente promissor
no desenvolvimento de produtos alimenticios com fins terapéuticos. Contudo, as industrias de
interesse devem assegurar a conservacao deste extrato sob baixas temperaturas para evitar a
degradacao dos compostos bioativos e garantir assim, maior vida de prateleira ao produto.

Palavras-chave: Frutas vermelhas. Microencapsulagdo. Nutracéuticos.
Introducgéo

Observamos nas ultimas décadas o aumento de doengas cronicas nao transmissiveis,
ocasionadas ndo somente pelo envelhecimento populacional, mas também pelas mudangas no
estilo de vida, como a maneira de se alimentar e sedentarismo. Diante disso, uma nova tendéncia
alimentar ¢ de cuidados com saide vem sendo evidenciada nos dias de hoje. O consumidor
busca por uma alimenta¢do que, além de ter praticidade de consumo, possa proporcionar
beneficios a satde e prevengao de doengas.

A industria de alimentos, atenta a este novo e crescente segmento de mercado, tem
investido na busca de substancias que contenham compostos bioativos, com interesse para o
desenvolvimento de alimentos funcionais. Produtos enriquecidos de frutas que desempenham
atividade antioxidante, por exemplo, podem incrementar o mercado e garantir boas perspectivas
financeiras a industria.

O mirtilo (Vaccinium spp. ou blueberry em inglés) é uma fruta que tem se destacado no
mercado mundial pelo reconhecimento da sua composi¢ao, rica em compostos fenélicos como
as antocianinas. Estes pigmentos, além de conferirem a cor arroxeada-escura a fruta, sdo
responsaveis pela atividade antioxidante, associada a neutraliza¢do de radicais livres.

Por ser uma fruta muito sensivel, com uma curta vida ttil, torna-se viavel a aplicacao
de processos tecnologicos que visem prolongar a validade deste produto, na forma in natura ou
mesmo, no desenvolvimento de novos produtos a fim de aproveitar os seus beneficios para
atender a exigéncia do mercado consumidor.

No entanto, ao submeter o mirtilo ao processamento industrial, pode-se haver perdas
nutricionais e de compostos bioativos frente as condi¢cdes de processo (luz, temperatura,
oxigénio, etc.).

Uma técnica que vem sendo bastante utilizada neste segmento, com o intuito de
preservar a funcionalidade de alimentos com propriedades bioativas, é a encapsulacio seguida
da secagem por atomizacdo. Esta técnica evita o contado direto das substancias de interesse
com a luz e o calor, ja que estdo protegidas, envoltas pelo encapsulante. Manter a funcionalidade
da fruta, mesmo com a aplicagcdo desses processos € o grande desafio para a induastria de
alimentos que deseja se destacar no ramo de alimentos funcionais.

Buscando o aperfeigoamento da industria de alimentos que se propde a desenvolver
produtos com atributos funcionais ou terapéuticos, este trabalho visou a elaboragao de um
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extrato encapsulado de mirtilo e o estudo de suas propriedades morfoldgicas, sensoriais e
funcionais em células de Saccharomyces cerevisiae, bem como avaliar a manuteng¢do das
propriedades funcionais durante a vida de prateleira.

Materiais e métodos

Os frutos de mirtilo utilizados nesta pesquisa foram adquiridos de um produtor residente
no municipio de Erechim-RS. Os mesmos eram da espécie Vacciniun ashei, grupo Rabbiteye e
variedade “Climax”, colhidos no més de janeiro de 2016.

Elaboracgéo do extrato encapsulado de mirtilo

Inicialmente preparou-se um extrato bruto (EB) pesando-se 100 g de mirtilo
previamente descongelados, os quais foram submersos em 100 mL de uma solucdo etanolica
70% para a extragdo dos compostos bioativos. Esta mistura foi acondicionada em béquer
envolto com papel aluminio para evitar a fotodegradag¢ao. O pH da mistura foi ajustado para
4,0 com acido citrico (1 mol/L) e a mistura foi deixada em repouso por 12 h sob refrigeragdo
(4°C) ao abrigo da luz. Decorridas as 12 horas a mistura foi entdo triturada em liquidificador
(marca Poli, modelo TR-02), durante 5 min. para a completa dissolucdo dos frutos e entdo,
deixada em repouso por mais 12 h. Apos este periodo a amostra foi filtrada em tecido de nylon
seguido de papel filtro, o grau Brix foi aferido com o auxilio de um aparelho refratometro digital
(marca Atago, modelo PAL-1) e, entdo, o pH foi corrigido para 5,5 com hidréxido de sodio 1
M.

Preparo do material encapsulante

Seguiu-se a metodologia descrita por Valduga et al. (2008). A Goma Arabica (GA)
utilizada era de marca comercial (Audaz Brasil), adquirida no comércio local e continha teor
minimo de pureza de 99,5%. Dissolveu-se 90g de GA em 300mL de agua deionizada e
homogeneizou-se com o auxilio de um agitador magnético por 10 min. a uma temperatura de
30°C para a total solubilizagdo. Entdo acrescentou-se 100 mL de EB, representando 400 mL de
liquido a serem secos. A propor¢do da concentracdo final de EB e material encapsulante foi de
1:4.

Encapsulacao em spray dryer

A mistura contendo EB ¢ material encapsulante foi entdo, colocadas no spray dryer
(marca Labmaq, modelo MDS 1.0). O ar na cdmara de secagem operou na temperatura de
entrada em 120°C, vazdo de ar em torno de 4 m*/min, ¢ vazao de alimentagdao de 0,4 m*/min L.
O bico atomizador utilizado foi o de nlimero 2, possuindo micragem de 1,0 pm.
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Durante o periodo de suc¢do pela bomba do aparelho, manteve-se a homogeneizacao
constante por agitador magnético da amostra liquida. Tomou-se o cuidado de ndo expor as
misturas e os extratos em po a luz, para evitar fotodegradacgao.

Ao final do processo de secagem, obteve-se entdo, o extrato de mirtilo encapsulado com
goma arabica (E1)

Morfologia externa das microcapsulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para o preparo da amostra inicialmente realizou-se uma metalizagdo com ouro na qual
se utilizou um aparelho metalizador (marca Quoron, modelo Q150R ES). O mesmo operou com
corrente de 50 mA durante 100 seg., obtendo-se uma camada de ouro com espessura de 5 mm.
O extrato (E1) foi entdo submetido a fotomicrografia eletronicas em um microscopio eletronico
de varredura de bancada (marca Tescan, modelo Veja 3), utilizando uma aceleracdo de
voltagem de 20 kV. Através disso, foi possivel visualizar a morfologia da amostra e obter os
diametros das capsulas.

Estudo in vivo com 0 modelo Saccharomyces cerevisiae

A levedura Sacchamomyces cerevisiae foi obtida da Euroscarf, Frankfurt, Alemanha. A
linhagem utilizada nos experimentos foi a Cepa BY 4741, genotipo MAT A; his 3Al;
leu2A0; met15A0; ura3AO0.

Como meio de cultivo utilizou-se o YPD 2% liquido (glicose, peptona e extrato de
levedura). As culturas foram incubadas a 30°C, em agitador orbital ajustado para 90 rpm até a
primeira fase exponencial de crescimento (0,3 mg de peso seco de células/mL).

O fator de conversdo em peso seco foi calculado a partir da filtragdo de um volume
adequado da suspensdo de células em filtro Millipore (0,45 pm), que, posteriormente, foi seco
em estufa a 60 °C até atingir o peso constante e a constru¢cao de uma curva de calibracao (y =
0,732x — 0,061). Apos o crescimento, as c¢lulas de levedura foram centrifugadas e submetidas
ao tratamento com sulfato ferroso (4,0 Mm) de acordo com Benetti (2013).

O extrato de mirtilo encapsulado com goma arabica (E1) foi entdo preparado para ser
utilizado nos testes. Seguiu-se a metodologia de Oprea et al. (2014), com modifica¢des, na qual
dissolveu-se o p6 do extrato de mirtilo em dgua a uma concentragdo de 10 mg/mL. Apds este
processo, realizou-se a filtracdo e esterilizagdo da amostra que ocorreu em capela de fluxo
laminar para a posterior utilizagdo nos meios de cultivo com Saccharomyces cerevisiae. O
processo foi realizado através do uso de filtros de seringa do tipo Minisart RC20 com
membranas hidrofilicas de celulose de 0,2 pM.

As células entdo, foram submetidas ao tratamento com o extrato de mirtilo encapsulado
com goma arabica (E1), as quais foram incubados a 30°C em erlenmeyers de 50 mL, com
agitacdo orbital a 90 rpm. Ao longo de 24 h de tratamento, em concentragdo de 0,8 pL de
proteinas por mL de solucdo, foram realizadas 2 lavagens com 5 mL de dgua destilada estéril e
as células, centrifugadas por 5 min. a 1500 rpm para a obten¢do da massa celular para as analises
(BENETTI, 2013).
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Avaliacdo da peroxidacao lipidica pelo método de acido tiobarbittrico (TBARS)

A avaliagdo da lipoperoxidagao foi realizada incubando-se a 100°C durante 15 minutos
250 uL de amostra, 250 pL. de 4acido tricloroacético (TCA) 10% e 500 pL de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,67%. O produto formado foi medido a 535 nm (OHKAWA, OHISHI,
YAGI, 1979).

A curva de calibragdo foi obtida com solu¢des de malondialdeido 0,75 - 9 umol/L (y =
0,1127x — 0,0258) e a unidade expressa em pM MDA.

Dosagem da atividade enzimatica da glutationa

Inicialmente foi pipetado uma quantidade equivalente a 2 mL da amostra em tubos de
parede grossa e centrifugado a 2000 rpm por 10 min. Apds foi retirado o sobrenadante e
adicionado 1,3 mL de TCA 10% para reagir, sendo novamente centrifugado a 2000 rpm por 20
min, ¢ entdo o sobrenadante foi retirado.

Ao sobrenadante foi adicionado 130 uL de DTNB e realizada a homogeneizagdo. A
leitura foi realizada em 412 nm, sendo que o céalculo final das amostras foi obtido a partir da
constru¢ao de uma curva padrao com cisteina 0,5 mmoL, TFK 0,05 mol, pH 6,8, DTNB 10
mmoL e H>O (y = 0,005x + 0,1501). O resultado final foi expresso em uM.

Analise de cor

A andlise de cor foi realizada utilizando-se o aparelho espectrofotometro (marca
HunterLab®, modelo ColorQuest II Sphere), com sensor otico geométrico de esfera. Foram
obtidos valores de L*, -a*/+a* e -b*/+b*,

Para avaliar a manuteng¢do da cor do produto durante a vida de prateleira, repetiu-se a
avaliag¢do de cor apds 5 meses de armazenamento a 4°C protegido da luz.

Manutenc¢éo das propriedades funcionais durante a vida de prateleira

Com o intuito de verificar a manutencao das propriedades funcionais durante a vida de
prateleira do E1, os testes de atividade antioxidante, fendis e flavonoides totais foram realizadas
imediatamente ap0s a sua producdo e apos o armazenamento por 5 ¢ 10 meses a 4°C.

Atividade antioxidante (AA) por DPPH

O extrato foi preparado utilizando-se 0,5 g de p6 dissolvidas em 100 mL de agua. A
avaliagdo da AA por meio da capacidade sequestrante de radicais 2,2-difenil-1 picrilhidrazil
(DPPH) foi realizada de acordo com Brand-Williams et al. (1995) com algumas modificagdes.

Os resultados foram expressos em percentual de inibigcdo (% de inibigdo) (BRAND-
WILLIAMS; CUVELIER; BERSET,1995; SANCHEZ-MORENO; LARRAURI; SAURA-
CALIXTO, 1998; KARADAQ, et al., 2009; OLIVEIRA, 2015). Tal método de interpretacao
foi escolhido em funcao de que em extratos encapsulados a liberagao de compostos bioativos
e, portanto, atividade antioxidante, geralmente ocorre constantemente por um determinado
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periodo de tempo, até atingir o seu pico maximo de liberagdo, para entdo haver o decréscimo
dessa atividade. Os resultados do % de inibi¢ao foram interpretados da seguinte forma: >70%
= eficiéncia em sequestrar o radical livre; 60-70% = a¢do antioxidante moderada; e <60% =
fraca capacidade em sequestrar o radical DPPH (MELO, et al., 2006).

Fenois totais

A quantificacdo de fenois totais foi realizada por Folin-Ciocalteau, método que
envolve a redugdo do reagente pelos compostos fenolicos da amostra com concomitante
formacao de um complexo azul cuja intensidade aumenta linearmente a 760 nm, conforme
descrito por Roesler et al. (2007).

A quantificacdo foi realizada por meio de uma curva padrdo preparada com acido
galico e expressa como equivalente de acido galico (GAE). O extrato de mirtilo foi preparado
utilizando a concentracdo de 10mg/mL, sendo filtrado em filtro de seringa 0,45um. Para
reacao colorimétrica, uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi adicionada 2,5 mL solu¢do
aquosa do reativo de Folin-Ciocalteau a 10% e 2,0 mL de carbonato de s6dio 7,5%. A mistura
foi incubada por 5 minutos em banho-maria a 50 °C e, posteriormente, a quantificacdo foi
medida usando-se branco como referéncia.

Flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado de acordo com o método proposto por
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999), através de um ensaio colorimétrico que consiste na
adicao de cloreto de aluminio (AICI3) e nitrito de sodio (NaNO) a amostra. O intuito do teste
¢ promover a formagio do complexo flavondide-aluminio (grupamento carbonila + ion Al™)
que, em meio alcalino, apresenta coloracdo rosa com leitura de absorbancia em
espectrofotometro a 510 nm.

A amostra foi preparada a uma concentragdo de 10 mg/mL e o resultado, obtido por
meio da curva padrdo preparada com catequina e expressa como equivalentes de catequina.

Anélise estatistica

Os resultados obtidos neste estudo foram representados como a média e desvio padrao
de pelo menos trés triplicatas, e entdo avaliados por analise de variancia ANOVA e teste de
Tukey a 5% de significancia (p<0,05), utilizando-se o programa SASM Agri.

Resultados

Obtencgdo do extrato em p6 de mirtilo

O extrato em p6 de mirtilo encapsulado com goma arabica (E1) saiu da camara de
secagem numa temperatura de 86,5°C e o processo inteiro levou 1h e 30 minutos. Os 400 mL
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de solucdo colocados para secar (20,3°Brix) renderam 60g de pd seco. O extrato foi
imediatamente acondicionado em recipiente de polietileno de cor escura, armazenado sob
refrigeragdo (4°C).

Morfologia externa das microcapsulas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Os aspectos microestruturais das particulas do extrato foram analisadas por MEV e
observadas sob ampliacdo de 4000 vezes, por um campo de visdo de 104um e distancia de
trabalho (MD) de 15 mm, conforme € possivel observar nas Figura 01.

Figura 01 - Fotomicrografia do extrato encapsulado de mirtilo obtida por MEV,
aumento de 4000x.
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A partir da imagem observam-se particulas esféricas de diferentes tamanhos, com um
leve grau de aglomeracdo entre elas, uma caracteristica bem conhecida de pds secos por
atomizacdo (KHA; NGUYEN; ROACH, 2010). De um modo geral, a maioria das
microcapsulas apresentou tamanho na faixa de 3 a 8 um. Foi possivel observar também que o
extrato se encontra livre de rachaduras e poros, o que ¢ muito importante para evitar que o
extrato de mirtilo seja exposto ao ambiente e degradado através da oxidagdo. Osorio; Forero;
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Carriazo (2011) citam que a obtengao de particulas esféricas na microencapsulacao demonstra
um sucesso NO Processo.

Estudo in vivo com Saccharomyces cerevisiae

Peroxidacdo lipidica pelo método de TBARS

Os resultados que estdo apresentados na Figura 02 sdo relativos a peroxidacdo lipidica
- TBARS frente a toxidade de ferro em Saccharomyces cerevisiae. Verificamos que o
tratamento com extrato encapsulado de mirtilo diminuiu significativamente os niveis de
peroxidagao lipidica nas cepas (10,56b £1,27), quando comparamos com as cepas nao tratadas
com o extrato de mirtilo (26,08a +0,01).

Figura 02 - Valores médios de peroxidagdo frente a toxidade de ferro com e sem
tratamento com extrato de mirtilo

(%)
(e)

26,08

()]

—_ = NN
whn O

TBARS (um
(e

MDA/mg-'de células)

S D

Controle El

Um dos principais mecanismos de lesdo causada pelo estresse oxidativo como resultado
da geracdo de radicais livres ¢ a oxidacdo da camada lipidica da membrana celular, podendo
levar a danos celulares (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; FRANCA et al., 2013). Os nossos
resultados relativos aos niveis de peroxidagdo lipidica nos revelam que o extrato de mirtilo
encapsulado com goma arabica diminuiu de forma significativa os niveis de peroxidos nas
células em estudo.

Salientamos que independentemente do extrato de mirtilo agir sobre a toxicidade de
ferro, ele também mostra acdo antioxidante nas cepas que ndo apresentam a expressao do ferro,
efetivando seu poder protetor frente a peroxidagao lipidica. Os estudos com antioxidantes tém
evidenciado beneficios no uso de nutrientes isolados no tratamento e prevencdo de doencas.
Estes sdo agentes responsaveis pela inibi¢do e redugdo das lesdes causadas pelos radicais livres
nas c¢lulas dificultando o ataque das espécies reativas sobre os lipideos (BERTOLIN et al.,
2009).

A levedura Sacharomyces cerevisiae ¢ um modelo de organismo apropriado para
processos celulares eucaridticos fundamentais, como a atividade antioxidante celular
relacionada a compostos bioativos (CIGUT, et al. 2011; ZAKRAJSEK; RASPOR; JAMNIK;
2011). Nestes organismos os danos oxidativos de proteinas, lipideos, acidos nucleicos e outros
componentes celulares, bem como sistemas de defesa contra o estresse oxidativo sao
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semelhantes ao organismo humano em quase todos os niveis de organizagdo celular. Assim
sendo, os microrganismos sao modelos uteis para estudar varios aspectos do estresse oxidativo
nos niveis bioquimico, bioldgico molecular e celular (SIGLER, et al. 1999; SLATNAR et al.,
2012).

Partindo-se da ideia de que o organismo da Saccharomyces cerevisiae apresenta
semelhanca com o organismo humano em termos de oxidagdo e peroxidagdo lipidica, este
resultado abre novos caminhos de oportunidades para o desenvolvimento de terapias
preventivas ou de reversao contra os danos causados pela toxicidade celular de ferro a partir da
utilizacao do extrato de mirtilo.

Atividade enzimatica da glutationa

Os resultados da Figura 3 representam a dosagem da atividade da glutationa peroxidade
(GPX) em Saccharomyces cerevisiae frente a toxidade com ferro. O tratamento com extrato de
mirtilo mostrou aumento significativo nos indices de GPX. 7

Figura 3 - Valores médios da dosagem da atividade enziméatica da GPX por DTNB
frente a toxidade de ferro com e sem tratamento de extrato de mirtilo
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Nossos achados através da quantificacao da atividade da enzima GPX revelaram que o
extrato de mirtilo foi capaz de modular os parametros enzimaticos aumentando
significativamente os niveis de atividade da GPX frente a toxicidade por ferro. Outros estudos
encontrados da literatura (GUO; KIM; LEE, 2017; SONG; HUANG; YU, 2016) apontam o
aumento da atividade enzimatica da GPX com o uso de extratos de mirtilo em testes in vivo.

As enzimas GPX, juntamente com as SOD e CAT fornecem a primeira linha de defesa
antioxidante contra espécies reativas de oxigénio através da desmutacao catalisada por enzimas
de O 2> -paraH > O », que ¢ ainda reduzida a oxigénio e agua (SALMINEN; PAUL, 2014). Estas
desempenham papel importante no processo metabdlico da detoxificagdo eletrofilica, sendo
considerado um fiavel indice de estressor oxidativo (CHIOU; TZENG, 2000; HATEM et al.,
2014; JAMIESON, 1998; ROVER JUNIOR et al., 2001).

Analise de cor
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O extrato em po6 foi avaliado logo apds a sua elaboragao e, novamente apos 5 meses de
armazenamento. A diferencga de cor pode ser verificada na Tabela 01.

Tabela 01 - Anélise de cor do extrato encapsulado de mirtilo em 0 e 5 meses de
armazenamento a 4°C.

Tempo de L* a* b*
armazenamento
0 meses 71,7 a+0,1 15,23 a 0,04 -4,12 a+0,17
5 meses 71,7 a+0,08 15,21 a+0,01 -4,10 a £0,04

Meédias de trés repetigdes + estimativa de desvio padrao. As médias seguidas de uma mesma letra ndo
variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nao se verificou modificagdes significativas de cor em nosso extrato apds o
armazenamento por 5 meses. Através das coordenadas L*, a* e b*, nota-se que o extrato
assumiu uma cor mais clara que a fruta in natura devido a presenga do encapsulante. Contudo,
o valor de a*, indica que o extrato, mesmo encapsulado manteve de forma apropriada a cor
vermelha-arroxeada da fruta.

Segundo Pontes (2004), o uso de corantes naturais em produtos alimenticios ¢ uma
tendéncia atual, pelo seu forte apelo de marketing, em razdo dos consumidores demandarem
cada vez mais produtos que tragam beneficios a satde. Os corantes naturais vém sendo
altamente aplicaveis, porque além de conferirem cor a alimentos, podem contribuir com
propriedades  sensoriais, antioxidantes, antimicrobianas e farmacologicas, como
anticarcinogénico, por exemplo. Desta forma, acredita-se que o nosso extrato de mirtilo pode
ser usado também como corante natural na formula¢ao de novos alimentos.

Propriedades funcionais (AA, fendis e flavonoides totais)

Com o intuito de avaliar a estabilidade da atividade antioxidante, fenois e flavonoides
presentes no E1 em relagdo ao tempo de armazenamento, verificou-se o contetido cujo os
resultados estdo representados na Tabela 02, sendo que o extrato foi avaliado logo ap6s a sua
elaboracdo, e apos 5 e 10 meses de armazenamento sob refrigeracdo (4°C).

Tabela 02 - Atividade antioxidante, fendis e flavonoides totais presentes no extrato de mirtilo
durante o armazenamento por até¢ 10 meses

Analise 0 meses 5 meses 10 meses
AA 80,54 a+2,56 66,32 b+ 3,51 38,04 c+1,22
(% de inibigao)
Fenois totais 6,89 a+ 0,81 2,82 b +1,26 1,58 b+ 1,44
(ng/mL ac. galico)
Flavonoides totais 17,84 a+1,12 8,73 b+ 1,33 8,62b+1,74
(ug/mL catequina)

Meédias de trés repetigdes + estimativa de desvio padrao. As médias seguidas de uma mesma letra ndo
variaram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Por meio da tabela acima, verifica-se coeréncia entre as analises, onde pode-se observar
diminuigdo significativa no resultado das trés analises logo no armazenamento por 5 meses.
Contudo, ndo houve diferenga significativa entre o armazenamento por 5 ¢ 10 meses nas
analises de fenois e flavonoides totais, ocorrendo uma estabilizacdo na degradagdo dos
compostos analisados.

A atividade antioxidante, tanto em 0 como em 5 ¢ 10 meses de armazenamento
apresentou % de inibi¢do maximo do radical DPPH em 150 min. Por meio deste dado, pode-se
afirmar que, embora o armazenamento do E1 ocasionou diminui¢do significativa da atividade
antioxidante, o tempo de pico maximo de inibicado manteve-se igual. Este dado sugere éxito no
processo de encapsulagao.

Concluséo

O extrato de mirtilo encapsulado com goma ardbica apresentou caracteristicas
morfoldgicas adequadas e exibiu atributo sensorial (cor) semelhante a fruta de mirtilo, o que
favorece o seu uso como corante natural no desenvolvimento de novos alimentos enriquecidos
deste extrato.

Quando aplicamos o E1 em células de levedura Sacharomyces cerevisiae estressadas
com ions de ferro, obtivemos reducdo significativa da peroxidacao lipidica assim como um
aumento na atividade enzimatica da glutationa. Este resultado sugere que alimentos
enriquecidos com extrato de mirtilo parecem desempenhar protecdo de satde, uma vez que o
modelo in vivo utilizado em nosso trabalho assemelha-se ao organismo humano em termos de
oxidacao e destoxificacao.

Nossos testes de estabilidade funcional durante a vida de prateleira evidenciaram que o
E1 mantido sob refrigeragao (4°C) por 10 meses sofreu uma diminuigdo significativa de seus
compostos bioativos e atividade antioxidante logo no 5° més de armazenamento e apds este
periodo, estes compostos tendem a se estabilizar. Sugere-se que novas pesquisas de estabilidade
sejam desenvolvidas utilizando-se diferentes temperaturas para assegurar melhor preservagao
de compostos bioativos desse extrato durante a vida de prateleira.
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