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RESUMO

O Brasil com sua economia fortemente baseada no agronegécio
contribui para a geracdo de uma grande quantidade de residuos
agroindustriais resultante das etapas de processamento. Estes residuos,
representam um grave problema, pois aparentemente sem aplicacdo
vidvel, sdo descartados diretamente ao meio ambiente. Muitos destes séo
ricos em compostos bioativos, amplamente reconhecidos pelos
beneficios a salde humana e aplicagdes tecnoldgicas, tais como as
antocianinas reconhecidas pela atividade antioxidante e sua capacidade
de coloracdo quando adicionada a alimentos e/ou produtos
farmacéuticos. Neste trabalho investigou-se dois interesses distintos: o
reaproveitamento do residuo da industria vinicola (borra do vinho tinto)
através de tecnologias que sejam ambientalmente seguras e que
garantam a qualidade dos produtos; e a utilizagdo de produtos
compostos por ingredientes naturais que oferecam beneficios a salde
humana. Diante do exposto, o objetivo foi a obtencdo de extratos de alto
valor agregado obtidos através da otimizacdo da técnica de extracdo
solido-liquido, de uma metodologia proposta para a purificacdo que
aliou eficécia a baixo custo, da identificacdo dos compostos biolégicos
presentes e seu encapsulamento através de emulsdes do tipo agua/oleo e
agua/dleo/agua que sdo amplamente utilizadas em uma variedade de
aplicacdes na inddstria. A borra do vinho tinto foi primeiramente
caracterizada quanto as suas propriedades fisico-quimicas. A quantidade
de compostos fendlicos totais presentes na borra do vinho tinto foi de
87,4 mg EAG.g™". O valor médio encontrado para reduzir em 50 % a
concentracdo inicial do radical DPPH foi de 2314 g de extrato/g de
DPPH a 25 °C e 322,6 g de extrato/g de DPPH a 80 °C. As melhores
condi¢Bes de extracdo foram: concentragdo de HCI 1,75 N, extrato
hidroalcodlico 70 % e temperatura de 35 °C, obtendo uma quantidade de
antocianinas totais de 341,11 mg cyn-3-glu/100 g de amostra. A mistura
de antocianinas obtida ap6s a etapa de extracdo foi isolada através de
uma combinacéo de extracdo liquido-liquido e cromatografia em coluna.
A identificagdo das antocianidinas presentes no extrato e nas fragGes
purificadas foi realizada por CLAE. A etapa de purificagdo permitiu
obter uma antocianidina com um elevado grau de pureza (76,5 %). A
fim de preservar as antocianinas destes extratos, foi utilizado o método
de encapsulacdo por emulsificacdo/gelificacdo térmica com proteinas do
soro do leite. As melhores condic¢des encontradas foram concentracdo de
proteina de 30 % (m/v), e a fragdo de volume da fase aquosa:fase oleosa
de 15:85 (m:m). A eficiéncia de encapsulacdo foi de 73,1 %. A



encapsulacdo de antocianinas através de um sistema de emulsdes
multiplas do tipo agua/dleo/agua foi testada. As fragcdes volumétricas da
fase dispersa e da fase continua que se mostraram mais estaveis foram;
50:50 para a emulsdo priméaria A/O e, para a emulsdo secundaria A/O/A,
60:40. Para as emulsdes A/O obtidas, a concentracdo de span que
apresentou emulsGes primarias estaveis esta na faixa de 3a 5 % (m/m) e
o diametro de Sauter para as goticulas da emulsdo primaria esta na faixa
de 3-8,6 um. A desestabilizacdo da emulsdo multipla A/O/A, apds a
adicdo do encapsulante, foi a principal dificuldade encontrada neste
estudo. Os resultados sugerem que o pH baixo na fase aquosa interna
pode ter sido uma das causas da instabilidade das emulsdes que, com o
passar do tempo, leva a desestabilizagdo do sistema.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos fenolicos. Atividade antioxidante.
Encapsulacdo. Corantes naturais.



ABSTRACT

Brazil, with its strong economy based on agribusiness contributes to the
generation of a large amount of organic residues resulting from the
processing steps. These wastes pose a serious problem as seemingly
viable application, are discarded directly to the environment. Much of
this is rich in bioactive compounds, widely recognized by the benefits to
human health and technological applications, such as anthocyanins and
antioxidant activity recognized by its coloring ability when added to
foods and / or pharmaceuticals. This work investigated whether two
distinct interests: the reuse of the residue of the wine industry (red wine
lees) through technologies that are environmentally safe and to ensure
product quality; and use of products made from natural ingredients that
provide benefits to human health. The objective was to obtain extracts
with high added value obtained by optimizing the technique of solid-
liquid extraction, a proposed methodology for the purification which
combined effectiveness at low cost , the identification of organic
compounds and their encapsulation using emulsions of oil / water and
water / oil / water which are widely used in a variety of applications in
industry type. The dregs of red wine were first characterized as their
physicochemical properties. The quantity of total phenolic compounds
present in the red wine dreg was 87.4 mg EAG.g™. The antioxidant
capacity was determined by the DPPH method. The average value found
in order to reduce in 50 % the initial concentration of the DPPH radical
was 2314 g of extract/g of DPPH at 25 °C, and 322.6 g of extract/g of
DPPH at 80 °C. The best extraction conditions were HCI concentration
1.75 N, hydro alcoholic extract 70 % and temperature 35 °C, obtaining a
total quantity of anthocyanins of 341.11 mg cyn-3-glu/100 g of sample.
The anthocyanins mixture obtained after the extraction phase was
isolated through a combination of extract liquid-liquid and open column
chromatography. The identification of anthocyanidins present in the
extract and in the purified fractions was performed by HPLC. The
purification phase permitted to obtain an anthocyanidin with a high
purity level (76.5 %). In order to preserve the anthocyanins of these
extracts it was wused the encapsulation method through
emulsification/thermic gelation with proteins from the milk whey. The
best conditions found were protein concentration of 30 % (m/v) and the
mass fraction in the aqueous phase:oily phase 15:85 (m:m). The
encapsulation efficiency was 73.1 %. The encapsulation of anthocyanins
through a system of multiple emulsions W/O/W was tested. The
volumetric fractions of the disperse phase and of the continuous phase



that showed to be more stable were 50:50 for the primary emulsion W/O
and 60:40 for the secondary emulsion W/O/W. For the W/O emulsions
obtained the span concentration that showed stable primary emulsions is
in between 3-8.6 um. The multiple emulsion destabilization W/O/W
after the encapsulant addition was the main difficulty found in this
study. The results suggest that the low pH in the intern aqueous phase
can have been one of the emulsions instability causes that, in the course
of time, would lead to the destabilization of the system.

KEY WORDS: Phenolic compounds. Antioxidant activity.
Encapsulation. Natural dyes.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

A uva ¢ a cultura frutifera mais abundante do planeta, estima-se
gue anualmente sejam produzidas, em todo o mundo, cerca de 61
milhGes de toneladas, das quais 80 % sdo destinadas a producdo de
vinho. Aproximadamente 20 % deste total sdo representados pela massa
do bagaco resultante do processamento, de modo que sdo produzidas
todo ano mais de 9 milhGes de toneladas de residuos vinicolas (MELO,
2010).

A industria de producdo do vinho gera grande quantidade de
residuos solidos, incluindo bagaco de uvas e borras de vinho (PORTO et
al., 2014). Os subprodutos e residuos podem conter substancias de
elevado valor agregado, cuja recuperacdo vem despertando interesse
econdmico e ambiental.

A borra de vinho é definida como o residuo que fica depositado
nos recipientes que contenham vinho apés a fermentacdo, durante a
armazenagem, e também os residuos obtidos a partir da centrifugacéo e
filragho. E formada por substincias tartaricas, leveduras de
fermentacdo, compostos inorganicos e compostos fendlicos (SILVA,
2003). Os compostos fendlicos possuem propriedades benéficas para a
salde, atribuidas a sua acdo antioxidante, antimicrobiana, anti-
inflamatdria e vasodilatadora.

Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior porcentagem
de compostos fenolicos (ABE et al., 2007) e se acumulam
principalmente na casca. De acordo com Narayan et al (1999), esses
compostos considerados como um potente antioxidante comparado com
antioxidantes classicos como butilato hidroxi anisol, butilato hidroxi
tolueno e alfa tocoferol (vitamina E). Este agente natural, quando
adicionado a alimentos, confere além de coloracdo intensa, propicia a
prevencdo contra a auto-oxidacdo e peroxidacdo de lipidios em sistemas
bioldgicos.

O método de extracdo destes pigmentos depende principalmente
da finalidade para o qual esta sendo extraido o material, da natureza dos
compostos e da fonte ou matriz utilizada (RODRIGUEZ-SAONA et al.,
2001). Diferentes tecnologias podem ser empregadas para a extracdo de
compostos fendlicos de materiais sélidos, incluindo extracdo solido-
liquido, extragdo Soxhlet, extracdo assistida por micro-ondas, por
ultrassom e extracdo por impulso elétrico (JAMPANI, 2014).

A extracdo solido-liquido é uma das técnicas mais usadas e
envolve a remocdo de um ou mais compostos de um alimento,
empregando-se um liquido que € capaz de dissolver o soluto
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(FELLOWS, 2006). Para a remocdo das antocianinas, em diferentes
matrizes, este método de extracdo é o mais empregado.

A maioria das pesquisas sobre a extragdo de compostos fendlicos,
que utilizam subprodutos da vinificagdo para explorar comercialmente
estes extratos, empregam como matéria - prima as sementes e/ou as
cascas de uva (PEREZ — SERRADILHA et al., 2011). Poucas pesquisas
sdo realizadas com as borras do vinho.

Os corantes naturais provenientes deste subproduto podem ser
incorporados a alimentos ou cosméticos, tornando-os mais funcionais.
Dependendo da capacidade antioxidante dos extratos, é possivel utiliza-
los em formulactes de bebidas, na producdo de cremes e fitoterapicos
ou ainda, no estudo da sua biodisponibilidade em modelos celulares.

Em relacdo a aplicacdo desse extrato em alimentos ou como
constituinte de formulacdes farmacéuticas, o principal problema a ser
enfrentado é a sensibilidade das antocianinas frente a fatores como luz,
temperatura, presenca de oxigénio, pH e aqueles associados a
composic¢do inicial da fruta, tal como o tipo de antocianina e estrutura
quimica (KECHINSKI, 2011).

O microencapsulamento € um processo fisico no qual um filme
fino ou camada polimérica é aplicada para envolver sélidos ou liquidos,
isolando-os e protegendo-os de fatores ambientais como luz, ar e
umidade. Na dltima década, houve um grande progresso no
desenvolvimento de compostos microencapsulados, mas os dados
presentes na literatura ainda sdo limitados para o encapsulamento
efetivo de compostos corantes e antioxidantes (MEZZOMO, 2012).
Assim, visto que as antocianinas sofrem degradacdo rapidamente
guando expostas ao ar, luz e calor, perdendo valor nutritivo,
propriedades bioldgicas e tecnoldgicas, torna-se necessario o estudo de
sua estabilizacdo como, por exemplo, através de seu encapsulamento em
emulsdes do tipo A/O (agua/ 6leo) ou A/O/A (agua/dleo/agua) visando a
sua utilizacdo comercial.

1.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o aproveitamento do
residuo do processamento da inddstria vinicola ainda pouco explorado
(borra do vinho tinto), na obten¢do de um produto com alto valor
agregado, aproveitando suas potencialidades seja como corante natural
ou como fonte de compostos antioxidantes.



35

1.2. Objetivos Especificos

v Caracterizar o residuo da borra do vinho tinto quanto as suas
propriedades fisico-quimicas;

v Avaliar a capacidade antioxidante do residuo através da técnica
do radical DPPH em duas temperaturas diferentes;

v/ Otimizar o método de extracdo utilizando a metodologia de
superficie de resposta para quantificar o teor de antocianinas
totais presentes no extrato;

v" Propor uma metodologia de purificagdo do extrato bruto
utilizando extracdo liquido- liquido seguida de cromatografia
em coluna aberta;

v Identificar e quantificar as antocianidinas presentes no extrato
bruto e nas fragfes purificadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia;

v" Realizar estudos preliminares de estabilidade e viabilidade da
utilizacdo da técnica de emulsificacdo/gelificacdo térmica
utilizando proteinas isoladas do soro do leite para a obtencdo de
microparticulas ricas em compostos antocianicos;

v' Caracterizar as microparticulas obtidas pela técnica da
emulsificacdo/gelificacdo pela anélise de tamanho de particula;

v" Avaliar o complexo formado por proteinas do soro do leite —
antocianinas por espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);

v Avaliar a utilizagdo de emulsdes maltiplas do tipo A/O/A para
encapsular componentes sollveis em agua (extrato de
antocianinas).

1.3. Estrutura do documento

Este trabalho encontra-se organizado da seguinte forma: O
Capitulo 1, como ja visto, apresenta a introducdo e objetivos da presente
tese de doutorado. No Capitulo 2, sdo apresentados alguns aspectos
referente a uva, os residuos provenientes da producdo vinicola e as
caracteristicas fisico-quimicas da borra do vinho tinto. No Capitulo 3, é
apresentado um estudo referente a cinética de extragdo das antocianinas
visando determinar a melhor propor¢cdo massa soluto:volume de
solvente bem como o tempo necessario para atingir o equilibrio de
extracdo. O processo de extragdo foi otimizado utilizando a metodologia
de superficie de resposta. No Capitulo 4, é apresentada uma
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metodologia de purificacdo dos extratos utilizando extracdo liquido-
liquido seguida de cromatografia em coluna aberta. No Capitulo 5, as
antocianidinas presentes no extrato bruto e nas fragcdes obtidas apos a
etapa de purificagdo foram identificadas por CLAE utilizando dois
padrdes de elevado teor de pureza. No Capitulo 6, é apresentada uma
técnica para encapsulacdo de antocianinas utilizando o método da
emulsificacdo/gelificacdo térmica com proteinas isoladas do soro do
leite. No Capitulo 7, um estudo de estabilidade de emulsdes multiplas
do tipo A/O/A para encapsulacdo dos compostos antocianicos foi
proposto. Por fim o Capitulo 8 apresenta as conclusdes gerais €, ao final
deste documento, estdo apresentadas as curvas de calibracdo dos padrbes
de antocianidinas e os cromatogramas das fragcdes purificadas (Apéndice
A). No Apéndice B estdo apresentados os artigos submetidos para
publicacdo e, também os trabalhos completos publicados em congressos,
de acordo com os resultados obtidos neste trabalho.



CAPITULO 2 - CARACTERIZACAO BORRA DO VINHO
TINTO

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Processos de
Transferéncia do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Regional de Blumenau — FURB, em parceria com o Laboratério de
Transferéncia de Massa do Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina -
UFSC.

2.1 - Introducéo

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola, € um dos
gue mais produzem residuos agroindustriais e a busca de alternativas
para utilizacdo da matéria organica gerada vem crescendo dentro de
varios centros de pesquisa. Produtores e industrias da area vinicola
enfrentam o problema de descarte da biomassa residual que embora seja
biodegradavel, necessita de um tempo minimo para ser mineralizada,
constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais (CATANEO,
2008).

Devido a extracdo insuficiente durante o processamento, 0S
residuos gerados pela industria vinicola destacam-se por serem fontes de
compostos fendlicos (RUBILAR et al., 2007). Além disto, a soma do
bagaco (cascas e sementes), engaco e a borra do processo fermentativo
representam cerca de 30 % do volume de uvas utilizadas para a
producdo vinicola (MAKRIS et al., 2007). Sendo assim, é uma fonte
promissora de substancias bioativas naturais (LOPES, 2007).

Os compostos fendlicos despertam interesse devido as suas
propriedades benéficas para a saude, atribuidas a sua atividade
antioxidante, anticancerigena e antiviral.

A maioria dos compostos fenélicos podem ser classificados em
dois principais grupos: os acidos carboxilicos fenélicos e os flavonoides.
Os flavonoides derivados do 2-fenil-benzopireno sao classificados como
0 grupo mais importante. Os principais subgrupos sdo as catequinas e
proantocianidinas, as antocianidinas e os flavondis ou flavonas
(HERRMANN, 1994; CATANEO, 2008).

Em uvas tintas, as antocianinas constituem a maior porcentagem
de compostos fendlicos (ABE et al, 2007) e se acumulam
principalmente na casca. As antocianinas sdo um potente oxidante
comparado com antioxidantes classicos. J& foram comprovados
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cientificamente seus efeitos anticarcinogénico, antioxidante e antiviral
(MALACRIDA e MOTTA, 2006).

Neste contexto, 0 objetivo deste capitulo foi avaliar
guantitativamente os compostos fenolicos e o potencial antioxidante do
residuo agroindustrial da producdo de vinhos, da variedade Nidgara
Bordd, visando a possibilidade de sua utilizagdo, como fonte de
compostos de interesse para as industrias de alimentos, fitoterapicos e
cosméticos.

2.1.1 — Objetivo geral

O objetivo deste capitulo foi caracterizar o residuo do
processamento do vinho tinto (borra) quanto as suas caracteristicas
fisico-quimicas, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante,
visando a sua utilizacdo como fonte de compostos bioativos.

2.2 —Uva e os subprodutos da producéo vinicola

A uva é a cultura frutifera mais abundante do planeta, onde se
estima que anualmente sejam produzidas, em todo 0 mundo, cerca de 61
milhGes de toneladas, das quais 80 % sdo destinadas a produgdo de
vinho. Aproximadamente 20 % deste total é representado pela massa do
bagaco resultante do processamento. Deste modo sdo produzidos todo
ano, mais de 9 milhdes de toneladas de residuos vinicolas (MELO,
2010).

Os subprodutos da vinificagdo caracterizam-se como sendo 0
bagaco, as grainhas, o folhedo, 0 engaco e as borras. As borras,
constituem um valioso subproduto a considerar na tecnologia da
vinificacdo. E uma massa heterogénea, que fica depositada apds a
fermentacgdo (Figura 2.1), podendo-se destacar o seu aproveitamento ao
nivel de recuperacdo do acido tartarico, alcool e substancias corantes,
como as antocianinas (SILVA, 2003). Os subprodutos obtidos apos
exploragdo da vinificacdo, constituem uma fonte promissora e,
relativamente barata para a extracdo de flavonoides e antioxidantes
(ROCKENBACH et al., 2008).

Levando-se em consideracdo as questdes ambientais e sendo
esse residuo uma fonte potencial de compostos bioativos, é necessario
que se realizem estudos acerca do aproveitamento desse material, para a
producdo de ingredientes com valor agregado e que possam ser
aplicados nas industrias farmacéuticas, de cosméticos ou de alimentos
(BONILLA et al., 1999; HOGAN et al., 2010).
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A Figura 2.1, a seguir, apresenta o diagrama simplificado da
producdo de vinhos tintos e brancos e indica os pontos de geracdo de
residuos durante o processo (Figura 2.1).

Figura 2.1 - Diagrama da producdo de vinhos tintos e branco com indicacao
dos pontos de geracao de residuos durante o processo.

branca

| branca

Sedimentagio

Fementacéo
mallifica

AT

|

I Bomadevinho 1 ,

R Sedmenagio
|

memmmmenee v

Maturagdo e
dlarficagdo

——

Fnelzagioe
extabilizacho

|
Fonte: MELO, (2010).
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A Tabela 2.1 apresenta alguns exemplos de subprodutos da
producdo vinicola, com suas caracteristicas fisico-quimicas e seu uso na

inddstria.

Tabela 2.1 - Tratamento dos subprodutos da producéo vinicola, caracteristicas
fisico-quimicas e seu uso.

Produto Tratamento Caracteristicas Uso Referéncias
final fisico - quimicas
Residuo | Compostagem Contetdo de Fertilizante Ferrer et
da uva do residuo da | matéria orgénica | para plantas | al., (2001)
uva
Extrato | Fracionamento Teor de Suplementos | Shrikhande,
de das sementes e fenolicos dietéticos (2000)
sementes casca do para a
e pele de | residuo da uva prevencgéo
uva de doencas
Residuo Gaseificacdo Concentragdo Producédo de | Blasietal.,
dauva | dos residuosda | para utilizagdo gas para (1999)
uva dos residuos aquecimento
Bagaco | Compostagem | Teor de matéria | Fertilizante Ingelmo et
de uva de residuos organica para plantas al.,
solidos e (1998)
efluentes
Bagaco Liofilizacdo e Teor de Suplementos | Gonzales-
de uva extracdo de flavonoides dietéticos e | Paramas et
flavonoides fitoquimicos | al., (2004)
Bagaco Liofilizacéo e Teor de Suplementos | Alonso et
de uva, extracdo de polifenois dietéticos al., (2002)
talos e polifenois
borras
Cascas Fracéo de Teor de Fonte de Torres e
de uva, proantocianidi flavonoides flavonoides Bobet,
sementes nas (2001)
e caules | poliméricas do
bagaco de uva
Residuo Eletrodialise Teor de 4cido Aditivo em Andres et
tartarico medicament | al., (1997)
ose
cosmeéticos.

Fonte: Arvanitoyannis, 2006.
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v" Borras do vinho tinto

As borras sdo formadas por 70 a 90 % de vinho, 2,5 a 4 % de
substancias tartaricas cristais de bitartarato de potéssio e tartarato de
célcio, 6,5 a 7,5 % de substancias diversas que incluem os detritos
vegetais (grainhas, peliculas e engagos), particulas de terra, mucilagens
e 4 a5 % de leveduras da fermentacéo, silica, acido péctico e pectato de
calcio, substancias albuminoides livres e combinadas com tanino,
fosfato de célcio e de bario, acido fosforico, sulfatos, etc. (PATO, 1988).
Na Figura 2.2 é apresentado o aspecto visual da borra do vinho tinto.

Figura 2.2 - Aspecto visual do residuo da borra do vinho tinto.

Fonte Melo, (2010).
Na Tabela 2.2 sdo apresentados alguns pardmetros das borras.

Tabela 2.2- Caracteristicas médias da borra do vinho tinto.

Parametro Valor médio
pH 3,1-3,8
Grau alcoolico (%) 11,1
Turbidez (NTU) 342
DQO (g.L ™) 280(190-420)
SST (g.LY) 46 (20-240)
Polifentis (mg.L™) 200-3500

DQO - caréncia quimica de oxigénio; SST - sdlidos sollveis totais.
Fonte: Pirra, (2005).
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2.3 - Compostos fenolicos

A maior parte dos compostos fenélicos encontrados em uvas e
vinhos pertence a dois grupos: os difenilpropanoides (flavonoides) ou 0s
fenilpropanoides (ndo flavonoides). Os flavonoides sdo um grupo de
metabdlitos secundarios derivados da via do fenilpropanoide. Ha fortes
evidéncias com bhase em estudos epidemiolégicos que correlaciona o
consumo de frutas e legumes com risco reduzido em termos de
desenvolvimento de céncer. Enquanto medicamentos a base de plantas
gue contém componentes ativos derivados de fenilpropanoides tém sido
muito utilizados por seres humanos, os beneficios dos flavonoides
especificos e outros compostos derivados de fenilpropanoides para a
salde humana tém sido reconhecidos apenas recentemente.

Os flavonoides mais comuns encontrados em uvas e vinhos séo
os flavondis, catequinas e antocianinas principalmente em uvas tintas
(SOUZA, 2013).

Sementes e cascas de uvas sdo onde a maior parte dos
compostos fendlicos se acumulam. Por esta razdo, o extrato obtido do
residuo da uva tem se tornado popular recentemente para a obtencédo de
ingredientes funcionais, tais como antioxidantes naturais e suplementos
alimentares (XU et al., 2010).

Os antioxidantes agem retardando ou prevenindo a oxidagéo de
substratos, uma vez que se envolvem nos processos oxidativos
impedindo a formac&o de radicais livres (RIBEIRO, 2011).

Os antioxidantes naturais podem ser extraidos de muitas
espécies de plantas, normalmente daquelas utilizadas como
condimentos, por serem excelentes fontes de compostos fendlicos
(BENELLI, 2010). Os derivados de uva estdo entre os produtos com
maior apelo funcional.

Mello (2010), estudou a composicdo quimica e atividade
bioldgica de residuos agroindustriais. Entre o0s extratos aquosos
provenientes da producdo vinicola; destacam-se os bagacos de Petit
Verdot, Cabernet Sauvignon, Moscato, Verdejo, borra tinta, com
percentuais superiores a 90 % de atividade antioxidante.

Mulero et al. (2010) investigaram a atividade antioxidante e os
compostos fendlicos de uvas da variedade Monastrell obtidas pelos
métodos de agricultura convencional e organico. A atividade
antioxidante das amostras obtidas pelo método convencional foi de
5,7+0,03 mM Trolox/g e pelo método convencional foi de 4,40 + 0,05
mM Trolox/g. Similarmente a quantidade de compostos fendlicos para
as amostras de uvas organicas apresentaram uma quantidade de
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compostos fenolicos de 974,2 + 54,4 mg/kg e pelo método convencional
de 447,7 £ 27,8 mg/kg.

Rockenbach et al. (2011) avaliaram a capacidade antioxidante
de uvas vermelhas (Vitis vinifera L. e Vitis labrusca L.) produzidas no
Brasil. A atividade antioxidante foi determinada utilizando os métodos
ABTS e DPPH. Os valores encontrados foram de 485,42 e 505,52
puMol/g de TEAC (capacidade antioxidante equivalente Trolox),
respectivamente.

Rockenbach et al. (2012) caracterizaram os subprodutos da
producdo vinicola de acordo com o teor de fendlicos e sua atividade
antioxidante. Os teores de compostos fendlicos foram maiores nas
sementes do que nas cascas. Os maiores valores de atividade
antioxidante foram encontrados para as sementes da variedade Pinot
Noir (16925 pmol (TEAC)/100 g. O bagaco de uva da variedade
Bordeaux apresentou 0 maior poder de inibicdo da oxidagdo (41,13 %),
assim como o maior contelido de antocianinas (HPLC; 29,17 mg/g). Os
dados obtidos sugerem que o0s subprodutos da vinificacdo,
especialmente as sementes de uva da variedade Pinot Noir, apresentam
grande potencial como fonte de compostos fendlicos antioxidantes.

Segundo Oliveira et al. (2009) diversos estudos estdo sendo
desenvolvidos com produtos alimenticios obtidos de residuos da
agroindustria que representam antioxidantes naturais, com destaque para
0 bagaco da uva que apresenta 17 tipos de compostos fenodlicos
diferentes, entre eles, acido galico, catequina, epicatequina e quercetina,
representando um 6timo produto a ser explorado pela inddstria.

Pesquisas envolvendo residuos do processamento de uvas sao
mais recentes e representam um campo cientifico a ser explorado. Os
primeiros estudos envolvendo subprodutos da vinificagdo atrelam-se
guase que exclusivamente na composicdo polifendlica das sementes e
mais atualmente tem se dado grande importancia também ao bagaco
gerado. Entretanto, os demais residuos provenientes do processo, tais
como engago e a borra da fermentagdo ainda tém recebido pouca
atencdo (MELLO, 2010).

Pesquisas envolvendo residuos do processamento de uvas sao
mais recentes e representam um campo cientifico a ser explorado. Os
primeiros estudos envolvendo subprodutos da vinificacdo atrelam-se
quase que exclusivamente na composicao polifenélica das sementes e
mais atualmente tem sido dada grande importancia também ao bagago
gerado. Entretanto, os demais residuos provenientes do processo, tais
como engago e a borra da fermentacdo ainda tém recebido pouca
atencdo (MELO, 2010).



44

Melo (2010) estudou a composi¢cdo quimica e atividade
bioldgica de residuos agroindustriais. Entre 0s extratos aquosos,
provenientes da producdo vinicola destacam-se os de bagaco de Petit
Verdot, Cabernet Sauvignon, Moscato, Verdejo, borra tinta e engacos de
uva branca, com percentuais superiores a 90 % de atividade
antioxidante.

Chaussier et al. (1998) extrairam 0,2 - 0,4 g de polifenois por
litro de borra filtrada, correspondendo a uma extragdo de 80 % dos
polifenois presentes.

Rockenbach et al. (2011) caracterizou o0s subprodutos da
producdo vinicola de acordo com o teor de fendlicos e sua atividade
antioxidante. Os teores de compostos fenolicos foram maiores nas
sementes do que nas cascas. Os maiores valores de atividade
antioxidante foram encontrados para as sementes da variedade Pinot
Noir 16925 pmol equivalentes ao Trolox (TEAC)/100 g. O bagaco de
uva da variedade Bordeaux apresentou o maior poder de inibi¢do da
oxidacdo (41,13 %), assim como o maior contelido de antocianinas
(HPLC; 29,17 mg/g). Os dados obtidos sugerem que os subprodutos da
vinificacdo, especialmente as sementes de uva da variedade Pinot Noir,
apresentam grande potencial como fonte de compostos fendlicos
antioxidantes.

2.4 - MATERIAIS E METODOS
2.4.1 - Matéria-prima

A matéria - prima utilizada neste trabalho foi a borra do vinho
tinto da espécie de uva Niagara Bordd, cedido pela Vinicola Mondini
(Ascurra — SC). As amostras foram coletadas no més de fevereiro de
2012, representando o periodo de maxima producao.

A matéria - prima foi separada em pequenas fragfes utilizando
embalagens plasticas revestidas com papel laminado. As amostras foram
acondicionadas em freezer (-10 °C) até sua utilizacdo para 0s
procedimentos experimentais.

2.4.2 - Caracterizacdo fisico - quimica

As caracteristicas fisico - quimicas da amostra foram
determinadas de acordo com as normas analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (2008). Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: potencial
hidrogenidnico (pH), atividade de &gua (a,), sélidos soluveis totais
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(SST), acidez total titulavel (ATT), teor de cinzas, aglcares redutores
totais, compostos fenolicos e avaliagdo da atividade antioxidante.

Para a determinagdo da atividade de agua (a,) foi utilizado o
equipamento AquaLab série 3 TE (Degacon Devices). Para a realizacdo
das analises de pH, SST e ATT as amostras foram diluidas com agua
destilada na proporgdo de 1:10 agitadas por 30 min e filtradas a vacuo.
O potencial Hidrogeniénico (pH) foi determinado por processo
eletrométrico com pHmetro digital Gehaka série PG 1800.

A acidez total titulavel foi estabelecida em conformidade com
as normas analiticas do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). A amostra
do residuo de 6,50 g foi colocada em um Erlenmeyer de 500 mL
contendo 50 mL de 4gua destilada. Estes foram mantidos sob agitacdo
até que as particulas ficassem uniformemente suspensas. Depois
filtrados e, titulados com solucéo de hidroxido de sodio (NaOH 0,1 M)
até o ponto de viragem (pH 8,2-8,4) que foi determinado utilizando um
pHmetro digital. Os sélidos sollveis totais foram obtidos por um
refratbmetro de bancada tipo ABBE-BioBrix, com leitura direta no
equipamento.

A umidade do residuo foi obtida por aquecimento em estufa a
vacuo a 70 °C = 2 °C durante 6 h, sob pressao reduzida (100 mmHg).
Apbs este periodo, as amostras foram acondicionadas em dessecador a
temperatura ambiente. O teor de cinzas foi obtido por incineracdo do
material o qual foi previamente carbonizado em chapa elétrica, e
colocado em uma mufla a 550 °C, até a eliminac&o total do carvéo. Os
acucares redutores totais foram determinados pelo Laboratério de
Ensaios de Quimica, do Instituto FURB de Servicos, Pesquisa e
Inovacéo.

Os compostos fendlicos totais foram determinados segundo o
método de Singleton e Rossi (1965). A avaliacdo da atividade
antioxidante foi realizada utilizado o método fotocolorimétrico do
DPPH (2,2 difenil, 1-picrihidrazil) de acordo com Brand-Williams
(1995) com algumas modificacbes (RUFINO et al., 2007).

2.4.3 - Compostos fendlicos totais

A determinacéo dos compostos fendlicos totais do extrato foi
realizada de acordo com o método espectrofotométrico de Folin-
Ciocalteau, descrito por Singleton e Rossi (1965), com pequenas
modificagBes. A rea¢do com o reagente de Folin-Ciocalteau baseia-se
no principio que em meio alcalino os compostos fendlicos presentes na
amostra reduzem a mistura dos 4cidos fosfotungsticos e
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fosfomolibdicos, do reagente de Folin, em Oxidos de tungsténio e
molibdénio de cor azul, tornando possivel realizar leituras de
absorbancia na faixa do visivel do espectro a 765 nm (BENELLI, 2010).

O teor de compostos fenodlicos totais foi obtido pesando-se 1 mL
da amostra ao qual foi adicionado 10 mL de &gua destilada e 1 mL do
reagente Folin-Ciocalteau em um baldo volumétrico de 25 mL. A
amostra foi homogeneizada e deixada em repouso por 3 a 5 min a
temperatura de 22 °C. Em seguida, foram adicionados 10 mL de uma
solucdo de carbonato de sodio (Na,COs; 7,5 %) e agua ultrapura até
completar o volume, deixando-se reagir por mais 2 h. Aliquotas das
amostras foram filtradas e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro
UV-VIS, no comprimento de onda de 765 nm. Agua destilada foi
utilizada como padréao de branco. Uma curva padréo de acido galico nas
concentragdes de 50 a 500 mg.L™ foi feita para quantificar o contetido
de compostos fendlicos nas mesmas condi¢des descritas acima (Figura
2.3).

Figura 2.3 — Curva de calibragdo do &cido gélico para a quantificagdo dos
compostos fenolicos totais.
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2.4.4 - Determinacdo da capacidade antioxidante do extrato da
borra do vinho tinto

A determinacdo da capacidade antioxidante do extrato foi
baseada nas adaptacdes propostas por Rufino et al. (2007). O método
baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante
(AH) ou uma espécie radicalar, o DPPH que possui cor purpura é
reduzido formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser
monitorada pelo decréscimo da absorbancia (NASCIMENTO et al.,
2011).

Atualmente, ndo existe um método oficial para determinacdo da
atividade antioxidante em alimentos de origem vegetal e seus
subprodutos, tendo em vista 0s varios mecanismos antioxidantes que
podem ocorrer, bem como a diversidade de compostos bioativos. A
literatura descreve varios métodos para a determinacdo de compostos
antioxidantes, cada um com um principio distinto que utilizam radicais
livres e/ ou padrdes diversos (SOUSA e VIEIRA, 2011).

Os métodos FRAP e o ABTS sdo geralmente indicados para
compostos hidrofilicos, enquanto que o método de branqueamento do -
caroteno é adequado para compostos lipofilicos. O método do DPPH
pode ser utilizado rotineiramente em extratos organicos-aquosos para
compostos hidrofilicos e lipofilicos (RUFINO et al., 2010).

Neste estudo a capacidade antioxidante do extrato foi
determinada pelo método do DPPH. Na avaliagdo da atividade
antioxidante por este método, o radical livre DPPH reage com o
antioxidante, convertendo-se & sua forma reduzida. Nessa reacdo, a
solugdo metandlica de DPPH inicialmente de coloragéo violeta, torna-se
amarela; e o grau deste descoramento monitorado através do
espectrofotdmetro, indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o
radical livre. Uma forma usual de expressar os resultados nesse ensaio é
calcular a quantidade de antioxidante capaz de sequestrar metade dos
radicais livres DPPH presentes na solucdo. Esse indice denomina-se
ECs. Quanto menor o valor do ECs, apresentado pelo extrato, menor
quantidade do extrato serd necessaria para reduzir em 50 % do radical
livre DPPH e, maior sera sua atividade antioxidante (LIMA, 2008).

Foram preparadas duas solugdes: alcool metilico (P.A.) a 50 %
e acetona (P.A.) 70 % as quais foram homogeneizadas e armazenadas
em temperatura ambiente para a extracdo dos compostos bioativos da
amostra utilizada. A solugdo controle foi preparada utilizando-se 40 mL
da solugéo de &lcool metilico 50 % e 40 mL da solucéo de acetona 70 %
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0 volume foi completado para 100 mL com agua destilada. A solugédo
foi homogeneizada e armazenada a temperatura ambiente até o
momento das analises.

Uma solucdo mae de DPPH 0,06 mM foi preparada
dissolvendo-se 2,4 mg de DPPH em alcool metilico e completado o
volume para 100 mL. A solucdo foi homogeneizada e transferida para
um frasco ambar. Esta solucdo era preparada apenas no dia da analise.
A partir da solucdo mde de DPPH foram preparadas dilui¢fes variando-
se a concentracao de 10 uM a 60 UM para obter a curva de calibracdo do
DPPH. As leituras das absorbancias foram efetuadas no comprimento
de onda de 515 nm. A Figura 2.4 apresenta a curva de calibracdo do
DPPH obtida.

Figura 2.4 - Curva de calibra¢do do DPPH.
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Para determinar a capacidade antioxidante do extrato da borra do
vinho tinto foi utilizado 0,5 g de amostra e adicionados 40 mL de
metanol 50 %. A amostra foi homogeneizada e deixada em repouso por
60 min & temperatura ambiente. Ap0s este periodo a amostra foi
centrifugada (Hermle Z 300K, Labortechnik GmbH) a 5750 rpm durante
15 min e o sobrenadante foi transferido para um baldo volumétrico do
residuo da primeira extracdo; eram adicionados 40 mL de acetona 70 %,
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homogeneizado e deixado em repouso por 60 min a temperatura
ambiente. Centrifugado novamente a 5750 rpm durante 15 min, o
sobrenadante foi transferido para o baldo volumétrico contendo o
primeiro sobrenadante e completado o volume para 100 mL com agua
destilada. A Figura 2.5 apresenta o diagrama da determinacdo da
capacidade antioxidante de extratos organicos aquosos.

Figura 2.5 - Diagrama da determinacdo da capacidade antioxidante dos

Extrato da borra do
vittho tinto (g)

Metanolagua - 40 mL (30:30 v/+v)

Residuo

Acetonz:dgua - 40mL (7030 viv) /
l Residuo |

Sobrenadante 122

Extratos metanolicos e
acetdticos

100 ml

Caparidade antioxdante
polifendis extraidos

extratos organicos aquosos.

Fonte: Adaptado de Rufino et al., (2010).

A partir do extrato obtido foram preparadas trés diluicdes
diferentes utilizando-se o sobrenadante (1:5, 1:10 e 1:15). Em ambiente
escuro foi transferida uma aliquota de 0,1 mL de cada diluicdo do
extrato para tubos de ensaio com 3,9 mL do radical DPPH (0,06 mM).
Foi utilizado 0,1 mL de uma solucdo controle (alcool metilico, acetona e
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4gua) com 3,9 mL do radical DPPH. Alcool metilico, foi utilizado
como branco, para calibrar o espectrofotémetro. As leituras a 515 nm
foram realizadas a cada 5 min observando-se a reducéo da absorbancia
até sua estabilizagéo.

Apos a leitura, o valor correspondente a metade da absorbancia
inicial do controle foi substituido pelo y da equagéo da curva do DPPH
(Figura 2.4) para encontrar o consumo em uM DPPH e, em seguida,
transformado para g de DPPH. A partir das absorbéncias obtidas das
diferentes dilui¢des dos extratos, foi plotado a absorbancia no eixo Y e a
diluigdo (mg/L) no eixo X para obter a equacao da reta. Para o calculo
da atividade antioxidante total (AAT) foi substituido o valor da
absorbancia equivalente a 50 % da concentracdo do DPPH pelo y das
curvas obtidas das diferentes diluicbes para encontrar o resultado que
corresponde & amostra necessaria para reduzir em 50 % a concentracdo
inicial do radical DPPH (ECsy).

Para avaliar o efeito da temperatura na capacidade antioxidante
do extrato duas temperaturas de extracdo foram avaliadas: 25 °C e 80
°C. Estas temperaturas foram escolhidas porque as antocianinas sdo
termicamente estaveis até 60 °C (TERCI, 2004) depois disto ha
degradacdo dos compostos. Para avaliar a influéncia dos compostos de
degradacgdo sobre a capacidade antioxidante total o extrato foi submetido
ao aquecimento de 80 °C por 10 min.

Outro motivo de se ter escolhido a temperatura de 80 °C é que
nos capitulos 6 e 7 serd utilizada a técnica de encapsulagdo com
proteinas do soro do leite e, 0 método da emulsificagdo por inversdo de
fases para obtencdo de emulsdes A/O e emulsBes multiplas A/O/A
obtidas por aquecimento de 78 °C + 2 °C. Para poder avaliar se este
método pode ser utilizado para encapsulagéo de antocianinas sem que se
tenha perdas na capacidade antioxidante do extrato, esta informagéo se
faz necessaria. Todas as analises foram realizadas em duplicata.

2.5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos ensaios realizados de acordo com o
item 2.3 - MATERIAL E METODOS s#o descritos a seguir. A matéria-
prima utilizada neste estudo foi caracterizada quanto aos aspectos fisico-
quimicos, compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante.
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2.5.1 - Caracterizagdo - quimica da amostra de borra do vinho tinto

Na Tabela 2.3 sdo apresentados os resultados da caracterizagdo
fisico-quimica do extrato (borra do processamento do vinho tinto).

O valor do pH encontrado (3,1) é caracteristico de uvas, este
valor esta préximo ao encontrado por Santana et al., (2008) e Rizzon e
Miele (2002), os quais obtiveram valores proximos ao 3,69 para a uva
“Patricia”, e valores na faixa de 2,9 a 3,5 aproximadamente para as uvas
Isabel, Cabernet Sauvignon e Cabernet Franc, respectivamente.

O conteldo de solidos sollveis obtido para este estudo foi de 10
°Brix, que de acordo com Chim (2008) os valores ideais para a colheita
do fruto devem ficar entre 8 °Brix a 10 °Brix, para garantir a
manutencdo da qualidade do fruto tanto nos aspectos sensoriais como
nutricionais (ponto de maturacéo).

A acidez total titulavel encontrada neste trabalho foi 262,60
meg/L. Em seu trabalho, Allebrandt (2012) obteve 120,54 (meg/L) de
acidez para a variedade de uva Merlot (Vitis vinifera L.). Zornan (2006)
encontrou valores de 147+12,7 a 120+8,5 para 0 mosto dos cultivares
Ancellotta e Tannat da safra de 2006. O residuo da vinificacdo da uva
Niagara Bordd, apresentou valor de acidez total titulavel acima dos
valores obtidos pelos autores citados, isto pode ser explicado devido ao
fato de que a amostra utilizada neste estudo, passou pelo processo de
fermentacdo, o que pode influenciar na elevacdo da sua acidez.

Tabela 2.3 - Caracterizacdo fisico - quimica da amostra de borra do vinho tinto
da espécie Niagara Bordb.

Andlise Meédiax desvio padréo
Umidade (%) 43,7+ 3,07

Atividade de agua (aw) 0,994+ 0,003

Potencial Hidrogenidnico — pH 3,1+ 0,16

Acidez Total Titulavel — ATT (meg/L) 262,60

Sélidos Soluveis Totais — SST (°Brix) 10+ 0,23

AcUcares Redutores Totais (%) <0,7

Cinzas (%) 12,09 £ 0,17
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2.5.2 - Compostos fenolicos totais

A quantificacdo de compostos fenodlicos totais é uma estimativa
do conteldo de todos os compostos pertencentes as subclasses de
compostos fenolicos.

A quantidade de compostos fendlicos totais da borra do vinho
tinto analisadas neste trabalho foi de 87,39 mg EAG.g™.

Devido a escassez de dados na literatura referentes ao contetudo
de compostos fendlicos totais na borra do vinho tinto, os resultados
obtidos no presente trabalho foram comparados aos encontrados por
varios autores para diferentes residuos do processamento do vinho tinto.

O contetudo de compostos fendlicos totais obtidos por Melo
(2010) para amostras de borras de vinho tinto foi de 20,55 mg EAG/g
inferior ao encontrado neste trabalho porém, as amostras foram
submetidas a um processo de secagem, o que pode ter proporcionado
degradacdo destes compostos diminuindo assim o teor de fendlicos
totais na amostra. Rockenbach et al. (2008) avaliaram a quantidade de
compostos fendlicos totais obtidas nos extratos dos residuos do processo
de vinificacdo das variedades Regente e Pinot Noir (Vitis vinifera). O
valor encontrado em massa seca foi de 5334mg EAG/100g, na variedade
Regente, e de 7852 mg EAG/100g, na variedade Pinot Noir. O valor
obtido para a variedade Pinot Noir esta proximo do valor obtido neste
estudo para a borra do vinho tinto (8739 mg EGA/100 g).

Cataneo et.al. (2008) avaliaram o teor de compostos fendlicos
do residuo do processamento de uvas das variedades COUDERC 13 e
PINOT GRIS, como fonte natural de polifenois e outros agentes
profilaticos (antioxidantes) para aplicacao nas industrias alimenticia e de
fitoterapicos. O valor encontrado para o teor de compostos fenolicos
totais foi de 109,64 mg EAG/100g para uva COUDERC 13 e entre
370,17 e 420,61 mg EAG/100g nos extratos do bagaco seco de uva
PINOT GRIS. Quando comparado o resultado obtido para o residuo da
borra do vinho tinto (8739 mg EAG/100g) aos valores encontrados por
Cataneo et. al., (2008), pode-se perceber que a borra do vinho tinto
apresenta um maior teor de compostos fenélicos. Esta diferenca pode ser
explicada pelo fato de que o residuo utilizado neste estudo (borra do
processamento do vinho tinto) ainda contém uma quantidade apreciavel
de vinho na sua composi¢do (borra € composta por 70 a 90 % de vinho)
0 que pode contribuir para o maior teor de compostos fenélicos totais na
amostra estudada.

Os resultados obtidos neste estudo com a borra do vinho tinto e
o0 extrato fenolico extraido a partir deste tém grande potencial para
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serem utilizados como componentes funcionais tanto para a inddstria de
alimentos como para a inddstria cosmética.

2.5.3 - Determinacdo da capacidade antioxidante utilizando o
método do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) para o extrato puro

A capacidade antioxidante do extrato da borra do vinho tinto em
sequestrar os radicais DPPH em diferentes concentragdes foi avaliada,
de forma a obter uma curva linear entre a concentracdo do antioxidante e
0 sequestro do radical. A partir da curva obtida calcula-se 0 ECsp.

A Figura 2.6 apresenta as curvas cinéticas do potencial
antioxidante do extrato em diferentes concentracfes a temperatura
ambiente, até atingir a estabilizacdo para o célculo do ECsy.

Figura 2.6 - Cinética do potencial antioxidante do extrato a 25 °C.
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De acordo com os resultados obtidos (Figura 2.6) o tempo de
reacdo foi de aproximadamente 30 min no qual observou a estabilizagao
nos valores da absorbéncia. Estes valores da absorbancia serdo
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utilizados para calcular a quantidade de amostra necessaria para reduzir
em 50 % a concentracdo inicial do radical DPPH (ECsy).

O valor médio encontrado para reduzir em 50 % a concentracdo
inicial do radical DPPH (ECsp) para extrato da borra do vinho tinto foi
de 2314 g de extrato/g de DPPH. Valores proximos foram encontrados
por Vasco et al. (2008) para morango (2395 g de fruta/g DPPH) e para a
polpa de cereja capuli (2055 g de fruta/g DPPH), usando o mesmo
método. Neste estudo, os autores justificaram os valores relativamente
altos encontrados para o ECsy pelo morango e polpa de cereja capuli
devido ao fato destes compostos terem uma elevada absorbancia em 520
nm, o que interfere com a absorbancia do DPPH em 515 nm levando a
uma subestimacg&o da capacidade antioxidante destes frutos.

Rufino et al. (2010) estudaram a capacidade antioxidante de 18
frutas tropicais ndo tradicionais do Brasil empregando os métodos
DPPH, FRAP e B-caroteno. Os valores encontrados para 0 ECso em g de
fruta/g de DPPH para o acai, jamboldo e jabuticaba foram de 4264, 3025
e 1472 g de fruta /g DPPH respectivamente.

Reque et al. (2014) estudaram a capacidade antioxidante do
mirtilo (Vaccinium sp.) considerada uma das melhores fontes potenciais
de antioxidantes na dieta. Os valores médios encontrados nas frutas “in
natura” para a atividade antioxidante foram de 29,20 uM TE / g de
frutas pelo método ABTS, e 3322,98 g de fruta / g de DPPH através do
método de DPPH.

O resultado obtido para 0 extrato da borra do vinho tinto
guando comparado aos valores encontrados por outros autores (VASCO
et al., 2008; RUFINO et al. 2010 e REQUE et al., 2014) indicam
perspectivas promissoras para a exploragdo deste subproduto com
consideravel capacidade antioxidante.

A Figura 2.7 apresenta as curvas cinéticas do potencial
antioxidante do extrato da borra do vinho tinto pelo método do DPPH
em temperatura de 80 °C por 10 min.
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Figura 2.7 - Cinética do potencial antioxidante do extrato do residuo da borra
do vinho tinto pelo método do DPPH em temperatura de 80 °C.
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Os valores da absorbancia apés ser atingida a estabilidade nas
curvas cinéticas do potencial antioxidante a 80 °C (Figura 2.7) foram
utilizados para calcular a quantidade de amostra necessaria para reduzir
em 50 % a concentracdo inicial do radical DPPH (ECsp) 2 80 ° C. O
valor médio encontrado para reduzir em 50 % a concentracdo inicial do
radical DPPH (ECsx) para extrato da borra do vinho tinto aquecido foi
de 322,6 g de extrato/g de DPPH. Ou seja, quando a amostra foi
aquecida o valor diminuiu em aproximadamente 7 vezes quando
comparado ao valor obtido na temperatura de 25 °C, o que significa que
é preciso uma menor quantidade de extrato para reduzir em 50 % a
concentracgdo inicial do DPPH. Como a amostra analisada é rica em
componentes antocianicos e estes sdo instaveis termicamente, era de se
esperar que a capacidade antioxidante da amostra também fosse
reduzida frente ao aquecimento térmico, no entanto ndo foi observado.
Isto pode ser explicado pelo fato de que em solugdo aquosa, as
antocianinas se encontram comumente na forma de uma mistura de
diferentes estruturas quimicas em equilibrio: cétion flavilium
(vermelho), base anidra quinoidal (azul), pseudo-base carbitol (incolor)
e chalcona (incolor ou levemente amarela). A pH abaixo de 2, as
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antocianinas apresentam-se basicamente na forma catidnica; com o
aumento do pH, ocorre uma rapida desprotonacdo para formar a base
quinoidal. Em meio aquoso, a hidratagdo do cétion flavilium leva ao
equilibrio entre a forma carbitol e chalcona. A temperatura ambiente e
em meio levemente acidificado, o equilibrio entre as formas carbitol e
chalcona é muito lento e leva horas para ser atingido. O aumento da
temperatura desloca o equilibrio na diregdo da formacdo da base
chalcona que é incolor (HEREDIA et al., 1998). A temperatura de 80
°C utilizada para determinar a capacidade antioxidante do extrato pode
ter deslocado o equilibrio formando produtos de degradagéo incolores
com capacidade antioxidante superior ao cation flavilium (vermelho).

Yue e Xu (2008) avaliaram a estabilidade térmica de 10
antocianinas encontradas no extrato de mirtilo em diferentes
temperaturas de aquecimento (80, 100 e 125 °C). A capacidade
antioxidante dos extratos aquecidos foi estimada utilizando mesmo
método adotado neste estudo. Os extratos aquecidos a 80 °C durante 30
min, 100 °C durante 10 min e 20 min, e 125 °C por 10 min teve
capacidade de eliminagdo de radicais livres superior ao do extrato sem
aquecimento.

Seeram et al. (2001) identificaram que alguns produtos de
degradacdo de antocianinas apresentam capacidade antioxidante. Estes
produtos de degradacdo foram &cidos fendlicos, e a sua atividade
antioxidante pode ser comparavel a um antioxidante comercial, tal como
hidroxitolueno butilado (BHT).

Nayak et al. (2011) estudaram a degradagdo térmica de
antocianinas da polpa da batata roxa (Cv. Roxo Majesty) e o impacto
sobre a capacidade antioxidante. Os pardmetros de degradagdo das
antocianinas purificadas da polpa da batata roxa aquecidas em altas
temperaturas (100 °C e 150 °C) foram determinados. A purificagdo das
antocianinas do extrato bruto promoveu a remocéo de sais, aglcares,
compostos fendlicos ndo antocidnicos incolores e o0s produtos da
degradacdo térmica foram monitorados e quantificados por HPLC. A
separacdo de compostos fendlicos incolores a partir das antocianinas foi
confirmada por HPLC em dois comprimentos de onda, 280 e 520 nm. A
capacidade antioxidante nas antocianinas purificadas, medida pelos
ensaios de DPPH e ABTS, aumentou ap6s o tratamento térmico, o0 que
indica que os produtos de degradacdo nas amostras possuem altas
atividades antioxidantes. =~ A propor¢do entre a quantidade de
antocianinas totais (AT) e da atividade antioxidante total (AAT) das
amostras de antocianinas purificadas ndo aquecidas foi de 2,54 e 3,17
vezes utilizando os ensaios de DPPH e ABTS respectivamente, e 1316
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(DPPH) e 1581 (ensaio ABTS) depois do aquecimento a 150 °C. A
hipdtese levantada pelos autores para o aumento da capacidade
antioxidante dos extratos é que em altas temperaturas, os produtos de
degradacdo das antocianinas poderiam ser responsaveis pela atividade
antioxidante global das amostras.

Wang et al. (1997) atribuiram a glicosilacdo a diminuicdo
significativa da atividade antioxidante da cianidina-3-glicosideo e da
perlagornidina-3-glicosideo, e um aumento da atividade da malvidina-3-
glicésideo. Os aglcares combinados com as antocianidinas
desempenham um papel importante na bioatividade das antocianinas.
No entanto, a glicosilacdo pode influenciar a capacidade antioxidante
dependendo das agliconas.

2.6- CONCLUSOES

Os ensaios de DPPH confirmaram a capacidade antioxidante
destes extratos principalmente sob temperaturas elevadas (80 °C). A
hipotese levantada por diversos autores de que 0s compostos de
degradacdo das antocianinas poderiam ser responsaveis pela atividade
antioxidante global foi também confirmada neste estudo. Estudos
posteriores com padrdo de degradacdo de antocianinas (Chalcona)
deverdo ser realizado utilizando a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada com detector de massas para confirmar esta
hipotese.






CAPITULO 3 - EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS
ANTOCIANINAS TOTAIS DO EXTRATO DA BORRA DO
VINHO TINTO

3.1 - Introdugdo

Entre as frutas, a uva é uma das maiores fontes de compostos
fendlicos. Os principais fendlicos presentes na uva sdo os flavonoides
(antocianinas, flavandis e flavondis), os estilbenos (resveratrol), os
acidos fendlicos (derivados dos acidos cindmicos e benzoicos) e uma
larga variedade de taninos (MALACRIDA e MOTTA, 2005).

As antocianinas sao flavonoides que se encontram largamente
distribuidos na natureza e sdo responsaveis pela maioria das cores azul,
violeta e todas as tonalidades de vermelho que aparecem em flores,
frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas (CONSTANT, 2003).

Varios segmentos industriais tém interesse no uso de
antocianinas devido a sua capacidade corante e sua atividade
antioxidante.

Estudos referentes aos efeitos benéficos das antocianinas a
salde humana, devido a sua acdo antioxidante, anti-inflamatéria,
anticancerigena, contra riscos de doencas coronarias, vem sendo
abordados recentemente (SAMPAIQ, 2008).

Augusta (2011) cita diversos trabalhos que demonstram que
esses corantes apresentam atividades anticarcinogénicas, antioxidantes e
antivirais que promovem associagdo dessas propriedades aos alimentos
gue os contém.

Entretanto, ndo s6 a partir de alimentos “in natura” é possivel
obter estes compostos. Diversos autores vém estudando o uso de
subprodutos visando sua aplicacdo industrial, principalmente os da
producdo vinicola que sdo ricos em compostos fendlicos (GONZALES-
PARAMAS et al., 2004).

Arvanitoyannes et al. (2006) estudaram o potencial do uso de
subprodutos da industria vinicola. Os residuos apresentaram elevada
capacidade antioxidante que tém sido utilizados pela inddstria
alimenticia. Além disso, os residuos de vinho podem ser potencialmente
utilizados como condicionadores de solo, como adsorvente de metais
pesados, como fertilizante, entre outros.

Makris, Boskou e Andrikopoulos (2007) investigaram 0s
subprodutos sélidos da industria de vinho branco e tinto, os quais foram
submetidos a avaliacdo como fontes potenciais de antioxidantes. Os
resultados mostraram que extratos de sementes de uva (branco ou tinto)
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tém quantidades elevadas de polifenois totais (10,3-11,1 % em base
seca), uma grande parte da qual é composta de flavonoides. O bagaco
da uva vermelha e as grainhas continham quantidades apreciaveis de
polifenois, enquanto as cascas de uva branca tinham menor teor de
polifenois. A atividade anti-radicalar mostra-se altamente dependente do
teor de flavonoides totais.

Assim, a extragdo e purificagdo de compostos bioativos, tais
como as antocianinas de fontes naturais torna-se muito importante para
que estes, possam ser utilizados em fitoquimicos, na preparacdo de
suplementos alimentares ou nutracéuticos, ingredientes para alimentos
funcionais e aditivos de alimentos, produtos farmacéuticos e cosméticos
(CISSE et al., 2012).

A extracdo solido-liquido de antocianinas é comumente
realizada considerando varios parametros, tais como temperatura, pH,
solvente, etc. Metanol e etanol contendo uma pequena quantidade de
acido sdo os solventes mais utilizados (Mantell et al., 2002; Pinelo et
al., 2005).

3.1.1 - Objetivo geral

Neste capitulo, o objetivo é estudar a influéncia das variaveis
razdo de soluto:solvente, temperatura, concentracdo de HCI e
concentracdo de solvente sobre a eficiéncia da extracdo de antocianinas
totais utilizando como matriz vegetal a borra do vinho tinto.

3.2 - Antocianinas

As antocianinas pertencem a classe dos flavonoides. S&o
pigmentos solUveis em agua, intensamente coloridos e amplamente
distribuidos na natureza. O termo antocianina é derivado das palavras
gregas anthos = flor e kianos=azul, sdo pigmentos de facil incorporacéo
em meio aquoso, ndo sdo tdxicos, 0 que 0s torna interessantes para sua
utilizacdo como corantes.

Apesar de existirem aproximadamente 400 tipos de
antocianinas presentes em diversas plantas como uva, cereja, morango,
amora, magcd, azeitona, figo, marmelo, jabuticaba, cacau, repolho roxo,
rabanete, berinjela, feijdo, entre outras (MALACRIDA e MOTTA,
2006) poucas delas apresentam-se como fonte comercial desse
pigmento, porém apenas a uva e o repolho roxo sdo empregados
comercialmente (CONSTANT, 2003).
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A diferenca entre as antocianinas esta relacionada ao nimero de
hidroxilas, a natureza e o numero de acgucares ligados a molécula, a
posicdo deste aglicar, bem como a natureza e o numero de &cidos
alifaticos ou aromaticos ligados aos agucares na molécula (KONG et al.,
2003). O agUcar presente na estrutura das antocianinas confere maior
solubilidade e estabilidade a estes pigmentos quando comparados com
suas agliconas (JACKMAN et al., 1987; TERCI e ROSSI, 2002;
OKUMURA et al., 2002, CAMPOS, 2006).

A molécula de antocianina ndo glicosilada (aglicona) é
denominada antocianidina e raramente ocorre na natureza, em geral, é
resultante do processo de isolamento das antocianinas.

Estruturalmente, as antocianinas sdo derivados glicosilados do
cation 2-fenil benzopirilium, também denominado de cation flavilico.

A Figura 3.1 apresenta a estrutura genérica das antocianinas a
partir do esqueleto das antocianidinas (agliconas). A substituicdo de
“R” por uma ou mais unidades de agucar na antocianidina resulta em
uma antocianina. Outras unidades de acUcares também podem ser
ligadas pelos grupos nas posicdes 3, 5, e 7.

Figura 3.1 - Estrutura genérica das antocianinas a partir do esqueleto das
antocianidinas (agliconas).

Antocianidina Grupoem R Grupo em R
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH

Pelargonidina H H
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH
Malvidina OCH; OCH;

(Fonte: Rein, 2005).

As antocianidinas mais importantes sdo a pelargonidina,
cianidina, delfinidina, petunidina, malvidina e peonidina (Figura 3.2). A
distribuicdo das seis antocianidinas mais comuns nas plantas é cianidina
(50 %), pelargonidina (12 %), peonidina (12 %), delfinidina (12 %),
petunidina (7 %) e a malvidina (7 %) (KONG, 2003).
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Figura 3.2 - Antocianidinas naturais mais importantes.

HO. 0\\
“\/Iy/
OH
Pelargonidina Cianidina Peonidina
Ho ocH, j”
P /"\ OH f/rJ\,OH ~ OH
T /\/[ T//\ - \L S och, HOT//I;\ S / 0CH,
00T O X
Delfinidina Malvidina Petunidina

(Fonte: Rein, 2005).

As diferencas na estrutura quimica dessas seis antocianidinas
mais comuns (Figura 3.2) ocorre nas posi¢des 3 'e 5’ (Figura 3.3),
devido ao longo cromoforo de oito ligagdes duplas conjugadas que
transportam a carga positiva.

Figura 3.3 - Estrutura quimica basica de uma antocianidina comum.

Cromoforo

(Fonte: He, 2011).

3.2.1 - Fatores que afetam a estabilidade das antocianinas

Os fatores mais importantes relacionados com a cor e
estabilidade das antocianinas sdo pH, enzimas, copigmentacdo, presencga
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de oxigénio, temperatura entre outros. Existem também outros fatores
importantes como a presenca de ions metalicos, enzimas e 4cido
ascorbico ou acucares (DELGADO-VARGAS e PAREDES-LOPEZ,
2003; JING, 2006; CERRO-QUINTANA, 2009).

1° pH. Uma caracteristica marcante das antocianinas esta no
fato de que em solugdes aquosas, apresentam diferentes estruturas em
funcdo do pH. De um modo geral, em meio extremamente 4cido (pH
entre 1-2), as antocianinas apresentam coloracdo intensamente
avermelhada devido ao predominio da forma cation flavilico (AH").
Para um meio com pH maior que 2, é observado o equilibrio entre o
cation flavilico e uma estrutura conhecida como pseudobase carbinol

(B).

Com o aumento do pH, as antocianinas perdem a cor até se
tornarem praticamente incolores em pH 6, aproximadamente, devido a
predominéncia da espécie pseudobase carbinol.

Em valores de pH acima de 6 tanto a estrutura pseudobase
carbinol quanto a anidrobase quinoidal (A) podem formar a espécie cis-
chalcona (Cc). A formacdo desta ocorre pela ruptura do anel
heterociclico o que, dependendo do tipo de antocianina, pode tornar a
reacdo irreversivel (MARCO et al., 2008). A interconversdo de uma
espécie a outra esta representada na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Transformagdes estruturais da cyn-3-glu em solugdo aquosa
variando-se o pH.
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Fonte: SCORDINO et al. (2004).

2° Enzimas. As antocianinas também podem ser degradadas por
enzimas endogenas presentes nos tecidos das plantas, tais como
glicosidases, polifenol oxidases e peroxidases. As glicosidases, também
denominadas antocianases, hidrolisam as ligacdes glicosidicas com a
liberacdo do agucar e da aglicona. Essa ultima é instavel e degrada-se
espontaneamente formando a chalcona incolor (AREVALO, 2007).

3° Copigmentacdo. Na natureza, as moléculas de antocianinas estdo
frequentemente associadas com outras moléculas chamadas de
copigmentos, que exercem uma influéncia determinante sobre a cor dos
vegetais (GOUVEA, 2010). A copigmentacdo é o fenémeno que gera
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uma mudanga ou um incremento na intensidade da cor (BOULTON,
2001). Os copigmentos sdo geralmente incolores, mas quando
misturados com uma solugdo antocianica uma interacdo é realizada
produzindo um deslocamento no espectro de absor¢do maximo (efeito
batocrémico). Os copigmentos podem ser flavonoides ndo antociénicos,
alcaloides, aminodacidos e nucleosideos, entre outros, podem atuar como
copigmentos e a propria antocianina pode agir copigmentando outra
antocianina (BROUILLARD, 1981). A Figura 3.5 apresenta um
exemplo de copigmentacdo intermolecular entre uma antocianina e um
pigmento ndo antocianico.

Figura 3.5 - (A) Exemplo de copigmentacdo intermolecular entre uma

antocianina e um copigmento (ndo antocianico). (B) Exemplo de copigmentagéo
intramolecular.

(A)

Fonte: IACOBUCCI e SWEENY (1983).

4° Luz. A luz exerce efeito duplo sobre as antocianinas: favorece sua
biossintese, mas acelera sua degradacdo. PALAMIDIS e MARKAKIS
(1975) observaram que a presenga de luz acelerou a destruigdo das
antocianinas em bebidas carbonatadas, coloridas com antocianinas
extraidas da polpa da uva. O tempo de meia-vida das antocianinas a 20
°C no escuro foi, de 416 dias, diminuindo para 197 dias quando as
bebidas foram expostas a luz ambiente nas mesmas condigdes de
temperatura.

5° Presenca de oxigénio. A presenca de oxigénio no meio também é um
fator significativo na degradagdo de antocianinas, mesmo na auséncia de
luz, em todos os valores de pH. Esta degradacdo ocorre através de um
mecanismo de oxidacdo direta ou indireta dos constituintes do meio que
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reagem com as antocianinas. Precipitados e desenvolvimento de
turbidez em sucos de frutas podem ser resultado da oxidacdo direta da
base carbinol de antocianinas (JACKMAN e SMITH, 1992).

6° Temperatura. A estabilidade das antocianinas é afetada pela
temperatura. A taxa de degradagdo das antocianinas aumenta durante o
processamento e armazenamento de acordo com o0 aumento da
temperatura. O aumento da temperatura em valores de pH na faixa entre
2 e 4 induz a perda de uma das porcdes glicosil das antocianinas, por
hidrélise da ligacdo glicosidica. Isto leva a uma maior perda da
coloragdo da antocianina, uma vez que as agliconas sdo muito menos
estaveis do que as suas formas glicosidicas. Postula-se que a formacdo
de uma chalcona € o primeiro passo para a degradacdo térmica de
antocianinas (REIN, 2005). Eventualmente, a degradacdo térmica
conduz a produtos castanhos, especialmente na presenca de oxigénio.
Cumarina 3,5- diglicosideos também sdo produtos de degradacdo
térmica comuns de antocianinas 3,5- diglicosideos (REIN, 2005). A
Figura 3.6 mostra uma proposta das vias de degradacdo térmica da
antocianina.

Figura 3.6 - Degradagdo térmica da antocianina monoglicosideo a pH 3,7
acelerada pela temperatura.
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A temperatura de extracdo € uma variavel que deve ser
controlada, pois se sabe que as antocianinas sdo termicamente estaveis
até 60 °C (TERCI, 2004). Por serem sensiveis ao aquecimento, altas
temperaturas pode afetar a concentragcdo de antocianinas nos extratos
por favorecer a extragdo conjunta de acidos fendlicos e taninos, além de
complexacGes com proteinas, o que compromete a estabilidade dos
extratos (JING et al., 2006).
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3.3 - Extracao

O método de extragcdo do pigmento depende principalmente da
finalidade para o qual estd sendo extraido o material, da natureza dos
compostos e da fonte ou matriz utilizada (RODRIGUEZ-SAONA e
WROLSTAD, 2001).

O carater polar da molécula de antocianina permite a sua
solubilidade em muitos solventes diferentes, tais como alcoois, acetona,
dimetil sulféxido e &gua. A escolha do método de extragdo deve
maximizar a recuperacdo de pigmento com uma quantidade minima de
auxiliares e assim obter uma degradacdo minima do estado natural
(RODRIGUEZ — SAONA, 2001).

A extracdo solido-liquido é uma das técnicas mais usadas e
envolve a remocdo de um ou mais compostos de um alimento,
empregando-se um liquido que é capaz de dissolver o soluto. O processo
pode ser realizado em um ou mdltiplos estadgios, por um tempo
predeterminado, para entdo, separar o solvente (FELLOWS, 2006). Para
a remoc¢do das antocianinas, em diferentes matrizes, este método de
extracdo € o mais empregado. Apesar de bastante consolidada existem
outras técnicas de extracdo sendo pesquisadas na obtencdo de compostos
bioativos de matrizes vegetais com o objetivo de aumentar o rendimento
com a utilizaco de uma menor quantidade de solventes.

Tao et al. (2014) utilizaram o processo de extracdo assistida por
ultrassom para extrair compostos fendlicos, incluindo antocianinas da
borra do vinho. Os efeitos de tempo de extracdo, temperatura,
proporcdo de solido:solvente foram avaliados sobre rendimento do
conteldo de compostos fenolicos totais e antocianinas totais. O
processo de extracdo foi simulado e otimizado por meio de rede neural
artificial (RNA) e algoritmo genético (GA). Sob condicBes 6timas de
extracdo, os rendimentos experimentais do conteldo de compostos
fenolicos totais e antocianinas totais foram 58,76 e 6,69 mg/g,
respectivamente, que concordou com os valores previstos pelo modelo.
Além disso, uma maior quantidade de compostos fenolicos totais e
antocianinas totais foram extraidos por ultrassom nas condicdes ideais
do que por maceracgao convencional.

Pérez-Serradilla et al. (2011) investigaram 0S compostos
fendlicos totais da borra do vinho utilizando extracdo assistida por
micro-ondas (MAE). O método proposto MAE sob condigdes
otimizadas proporciona melhor eficiéncia de extracdo em um tempo
muito mais curto (17 min) do que o método convencional para
compostos fendlicos (24 h). O extrato liquido obtido pelo MAE foi seco
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por pulverizagdo. O tipo e a quantidade de ingredientes utilizados assim
como a temperatura de secagem, foram otimizados de modo a minimizar
a oxidacdo dos compostos fendlicos e maximizar o rendimento do
processo de secagem por pulverizagdo. O indice de compostos fendlicos
totais no extrato seco obtido foi de 36,8 % (expresso em &acido galico).
Além disso, Mv3G, Cm - Mv3G, miricetina, quercetina, quercetina - 3 -
B - glicosideo, acido cafeico e p-cumarico foram quantificados em
relacdo ao extrato seco por meio de HPLC -DAD. Os resultados indicam
que as borras do vinho podem ser uma alternativa adequada e barata
para obtencdo de extratos antioxidantes.

Os métodos para quantificagdo das antocianinas encontram-se
bem elucidados na literatura (TEIXEIRA et al., 2008). O teor de
antocianinas totais depende de varios fatores como: espécie, variedade,
crescimento, estado fisioldgico das plantas, aplicagdo de produtos
quimicos, etc. (FULEKI e FRANCIS, 1968).

Uma maneira usual de se expressar 0s resultados da
determinacdo de antocianinas é em termos da quantidade absoluta total
de antocianinas presentes num extrato particular estimando dessa
maneira, 0 teor de antocianina expresso em mg de antocianinas/100
gramas de amostra.

As andlises quantitativas das antocianinas podem ser divididas
em anélises espectrofotométricas e cromatograficas (CRUZ, 2008).
Diferentemente da grande parte dos flavonoides, que absorvem luz na
regido entre 350 e 380 nm, as antocianinas sdo capazes de absorver
fortemente luz na regido do visivel, compreendida entre 496 e 550 nm
(BROUILLARD, 1981). Essa caracteristica particular permite a
guantificacdo  das antocianinas por metodos  colorimétricos
(WROLSTAD, 1999).

As analises espectrofotométricas baseiam-se no
comportamento espectral desta classe de flavonoides em fun¢do do pH
(CRUZ, 2008).

O método proposto por Fuleki e Francis (1968a) para a
guantificacdo das antocianinas totais emprega uma extracao prévia de 12
h sob refrigeragdo em etanol acidificado e, filtragdo em funil de Buchner
para obtencdo de um extrato isento de sélidos em suspensdo. O extrato
obtido tem sua absorbancia lida em espectrofotbmetro em comprimento
de onda de méaxima absorbancia (Amax) em pH unico, sendo utilizado o
coeficiente de extincdo molar (E) da antocianina majoritéria para o
calculo das antocianinas totais (CRUZ, 2008). No entanto, este método
promove uma superestimacdo dos teores de antocianinas totais, por
empregar leitura da absorbancia em um Unico comprimento de onda, o
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de méxima absorbancia para as antocianinas, quantificando desta forma
compostos de degradacdo que também absorvem luz nesta regiao.

Outro método utilizado na quantificacdo é o de pH diferencial,
proposto inicialmente por Fuleki e Francis (1968b). Este método
permite a quantificacdo das antocianinas totais e monoméricas em
funcdo do comportamento espectral diferenciado das monoméricas em
relagdo as poliméricas em condi¢es de pH distintas. Em fungéo dos
comprimentos de onda empregados é possivel eliminar a interferéncia
de compostos de degradacdo (CRUZ, 2008). A amostra é submetida a
dois tampdes aquosos distintos, pH 1,0 e 4,5, e as solucbes obtidas tém a
absorbancia medida em dois comprimentos de onda, 700 nm e
comprimento de maxima absor¢do (Amax), que pode variar de 510 a 550
nm em funcdo das antocianinas presentes na amostra (FULEKI e
FRANCIS, 1968a).

As antocianinas tém sua cor intensificada em pH 1,0 e ndo sdo
capazes de absorver a 700 nm, onde somente 0s compostos de
degradacdo, interferentes, absorvem. Portanto, a diferenca entre a leitura
obtida no Amix e a 700 nm da solucio de pH 1,0 indicam a
concentracdo das antocianinas totais. No entanto, em pH 4,5, somente as
antocianinas monoméricas assumem a forma hemiquetal, a qual €
incolor, e a diferenca entre as leituras nos dois comprimentos de onda a
pH 1,0 é subtraida da diferenca entre as leituras nos dois comprimentos
de onda a pH 4,5, correspondendo as antocianinas monoméricas
(CRUZ, 2008).

Fuleki e Francis (1968a) compararam 0s métodos de pH
diferencial (1,0 e 4,5) e pH Unico (1,0) na quantificaco de antocianinas
em de suco de cranberry e concluiram haver diferenga entre os métodos,
mas ndo o suficiente para tornar um deles menos recomendavel. Esses
autores sugeriram que, de fato, ambos os métodos podem ser
empregados com sucesso desde que ndo existam interferentes no meio
(TEIXEIRA, 2008)

Cissé et al. (2012) investigaram a influéncia dos parametros de
operacdo na extracdo de antocianinas de calices do Hibiscus sabdariffa
L. A proporcdo soélido:solvente e o tamanho de particula foram os
pardmetros que tiveram maior influéncia na eficiéncia da extracdo de
antocianinas. O rendimento maximo de antocianinas (88 %) foi obtido a
25 °C com uma proporcéo sélido:solvente de 1:25. Um modelo cinético
de termo-degradacdo das antocianinas foi proposto apresentando uma
boa concordéancia entre os resultados previstos pelo modelo e os dados
experimentais. A partir de uma relagdo de sdlido:solvente de 1:5, o
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rendimento da extragdo foi de 63 % e a concentracdo de antocianina
encontrada foi de 0,3 g /L obtida em menos de 10 min de extracéo.

Amendola et al. (2010) estudaram a extracdo sélido - liquido de
compostos fendlicos de diferentes espécies de uva utilizando como
solvente extrator etanol 60 %. Diferentes modelos matematicos da
literatura referente a recuperacdo de compostos bioativos obtidos a partir
de plantas foram testados com os dados experimentais obtidos. O
modelo matematico de cinética de primeira ordem foi o que melhor se
ajustou com os dados experimentais.

Sant’Anna et al. (2011) estudaram a cinética de extracdo de
compostos fendlicos totais e de antocianinas monoméricas do bagaco da
uva. A melhor concentracdo de etanol a ser utilizada na extracéo foi de
50 % com uma propor¢do sélido:solvente de 1 g de bagaco de uva por
50 mL de solvente. O modelo de pseudo—primeira ordem foi o que
melhor se adequou aos dados experimentais com valores de taxa de
extracdo para 0s compostos fendlicos variando entre 0,1302 e 0,0398
min™ e entre 0,1574 e 0,0336 min” para antocianinas na faixa de
temperatura entre 60 — 25 °C. Os resultados mostraram que 0 extrato
apresenta boa capacidade antioxidante tendo grande potencial para ser
utilizado como componente funcional na industria de alimentos.

3.4 - MATERIAS E METODOS

3.4.1 - Extracao e quantificacdo das antocianinas (ACYS) — Método
do pH Unico

O método de extragdo e quantificagdo adotado neste estudo foi
0 do pH udnico proposto por Fuleki e Francis (1968a). Baseado no
método proposto, a amostra foi submetida a extracdo utilizando como
solvente extrator etanol-agua (70:30) e &cido cloridrico (HCI 1,5 M)
suficiente para ajustar o valor do pH do meio para 1,5, utilizando uma
propor¢do de soluto:solvente de 1:1,5 (m:v).

O tempo de extracdo foi de 24 h mantendo-se as amostras ao
abrigo da luz. Apds o periodo de extracdo, as amostras foram filtradas a
vacuo e, o extrato bruto foi diluido com etanol acidificado. As amostras
foram armazenadas no escuro durante 2 h e, o teor de antocianinas foi
quantificado por método espectrofotométrico.

Na Figura 3.7 é possivel observar o extrato bruto (borra do
vinho tinto) e o extrato etanélico acidificado.
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Figura 3.7 - Matérias-primas utilizadas neste trabalho: a) extrato bruto (borra
do vinho tinto Nidgara Bordd); b) extrato etandlico acidificado.

Para a quantificacdo das antocianinas foi determinado o
comprimento de onda de maxima absorcao e foi realizada uma varredura
no comprimento de onda de 350 a 700 nm em espectrofotdmetro UV-
Visivel. O espectro obtido estd apresentado na Figura 3.8. Na curva
apresentada observa-se que o pico de maior absorgéo se deu em 520 nm
e, este foi o comprimento de onda adotado para a analise das
antocianinas totais (AT).

Figura 3.8 - Espectro de absorbancia entre os comprimentos de onda de 350 e
700 nm para a amostra do residuo da borra do vinho tinto.
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O teor de antocianinas foi determinado utilizando a Equagdo 1 (TEIXEIRA,
STRINGHETA e OLIVEIRA, 2008):

ADbS; iy * Vair, * Ve, * 100
Teor de ACYS = — Aot €))

E
Vall’q *m * 10

Onde:

Abs) 4« = Absorbancia da amostra diluida no comprimento de onda

maximo,

Vgir.=VVolume final apds a diluicdo [mL],

V. =Volume total do extrato concentrado [mL],

Vaiiq=Volume da aliquota [mL],

m = Massa de amostra utilizada na extracéo [g],

}E=C1;)eficiente de extincdo molar da antocianina majoritaria [L.mol
.cm™].

As constantes 100 e 10 que aparecem na Equagdo 1 sdo fatores
de correcdo para que a resposta seja expressa com base em 100 g de
amostra.

O contetdo total de antocianinas foi expresso em mg de
cianidina -3-glicosideo /100g da fragdo da amostra analisada. De acordo
com Francis (1982), quando se desconhece as antocianinas presentes na
amostra, é sugerido que se expresse 0 teor de antocianinas em termos de
cianidina-3-glicosideo que é a antocianina mais abundante da natureza.
Foi utilizado o coeficiente de extincdo molar (E) da cianidina- 3-
glicosideo adotando-se para 0 método de pH Unico (pH 1,5) o valor de
26900 L.mol™*.cm™ (JURD e ASEN, 1966). O coeficiente de extincéo
molar depende ndo somente da estrutura quimica do pigmento, mas
também do solvente utilizado, preferencialmente o valor utilizado deve
ser selecionado de acordo com o sistema de solventes do experimento.

3.4.2 Cinética de extracdo de antocianinas

O objetivo desta etapa é contribuir para uma melhor utilizagao
de energia, tempo e solvente (AMENDOLA et al., 2010). A fim de
investigar qual a melhor propor¢do (massa soluto:volume de solvente)
as amostras foram submetidas a extracdo pelo método do pH Unico
utilizando como solvente extrator etanol-agua (70:30) e &cido cloridrico
(HCI) suficiente para ajustar o valor do pH do meio em 1,5 na
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temperatura de 10 °C. Aliquotas dos extratos submetidos a extracao
foram retiradas em diferentes intervalos de tempo por 24 h para garantir
gue todos os compostos de interesse tenham se difundido para a fase
aquosa. Apo6s 24 h de extracdo, o extrato liquido foi filtrado a vacuo. As
antocianinas totais foram quantificadas por diluicdo em solvente
etandlico acidificado e submetidas a leitura em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 520 nm.

Os dados experimentais obtidos foram adequados a diferentes
modelos cinéticos da literatura para a extracdo de compostos bioativos
(Tabela 3.1) por regresséo néo linear utilizando o software Origin 8.5.

Tabela 3.1 - Modelos cinéticos de extracdo de compostos bioativos
Equacéo Modelo Referéncia

*

(2) ¢ = Coexp (kt™) Amendola

etal.
(2010)

€)) C=A[1—exp(=Bt)] + C[1 —exp(=Dt) o000

Mazza
(2003)

@ Cor

=C, - — Spiro e
€=Co exp(kt + a) 4

Jago
(1982)

5) C = A — Bexp(—kt) Minchev e

Minkov
(1999)

Fonte: Sant’Anna et al. (2011)
*Estas referéncias foram citadas por Sant’Anna et al. (2011)

Na equacdo (2) Co e C representam a quantidade de
antocianinas totais extraidas (AT) em mg de cyn-3-glu/100 g de amostra
no tempo zero e t (em min), respectivamente, e k (em min) é a constante
de velocidade de extracdo a uma dada temperatura. A equacdo (2) é
empirica, assumindo que a extragcdo ocorre em uma etapa continua e n é
um fator de escala da curva da extragdo. Na Equacdo 3, a extragdo dos
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compostos acontece em dois periodos diferentes, relacionadas com
acessibilidade e inacessibilidade (dentro e fora das células da planta),
respectivamente. Os parametros B e D sdo as taxas de extragdo de duas
classes diferentes de compostos A e C sdo constantes. No modelo
proposto por Cacace e Mazza (Equacdo 3) assume-se que a extracdo
ocorre indefinidamente. Cacace e Mazza (2003) utilizaram esta equacéo
para adequar dados de extracdo de compostos fenolicos e antocianinas
de frutas vermelhas trituradas. O modelo de pseudo-primeira ordem
(Equacéo 4), considera que a concentragdo do composto nos extratos
tende a “plateau” e a € uma constante de integracdo do modelo. O
modelo proposto por Minchev e Minkov (1999) é uma equacdo analitica
(Equacéo 5) que tem k como a taxa constante de extracdo e A e B como
constantes (SANT’ANNA et al., 2013).

A escolha do melhor modelo foi baseada na anélise do maior
coeficiente de determinacéo (R?).

3.4.3 - Otimizacdo do processo de extracdo de ACYS -
Delineamento experimental

Para determinar as melhores condicGes para a extragdo das
antocianinas  foi  efetuado um  planejamento  experimental.
Primeiramente foram determinados os objetivos do experimento e a
selecdo das varidveis independentes a serem estudadas e suas
respectivas faixas experimentais.

Para o delineamento experimental, foi utilizado o planejamento
fatorial completo com pontos centrais. Um planejamento fatorial 2° com
3 repeticBes no ponto central foi realizado para avaliar o impacto dos
fatores sobre as respostas e posteriormente, definir estratégias futuras de
modo a se obter a maxima eficiéncia no processo de extracao.

A matriz do planejamento experimental fatorial com pontos
centrais estd apresentada na Tabela 3.2. O planejamento fatorial é
completo (p=0) constituido de 2* experimentos, sendo, k=3 (variaveis)
com trés repeticdes no ponto central e seis pontos axiais (0=0),
totalizando 17 experimentos.

As condicdes experimentais selecionadas para este estudo foram:
temperatura, concentracdo de solvente e concentracdo de HCI. Estas
condicbes foram selecionadas através de estudos prévios (ndo
demonstrados). A faixa de temperatura utilizada foi de 5 a 35, devido
a sensibilidade térmica das antocianinas a temperatura maxima de
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extracdo foi de 35 ©. A selecdo do solvente foi efetuada com base em
uma analise estatistica prévia em que foram utilizados como solventes
extratores etanol e acetona em diferentes concentracdes, sendo que estes
apresentaram um efeito negativo em relacdo aos outros efeitos
avaliados, portanto optou-se por utilizar etanol acidificado em diferentes
concentracBes (LOURENCO, 2013). Os ensaios foram realizados de
forma aleat6ria, porém, na Tabela 3.3 0s ensaios sdo apresentados de
forma ordenada.

O planejamento fatorial 22 foi realizado para identificar a relacéo
existente entre a funcdo resposta (teor de antocianinas em mg Cyn-3-
glu/100 g de amostra) e as variaveis utilizadas para otimizar o processo
de extracdo. As variaveis independentes temperatura, concentracdo de
solvente e concentracdo de HCI foram codificadas em trés niveis -1, 0 e
1 (Tabela 3.2). Na Tabela 3.3 sdo apresentados os niveis codificados
para cada ponto do planejamento utilizado neste estudo.

Tabela 3.2 - Valores experimentais e niveis codificados das variaveis independentes
usadas no planejamento fatorial 23.

Fator Simbolo | -a -1 0 +1 | +a
Temperatura (°C) X1 5 5 20 35 35
Concentracdo de X7
solvente (%) 70 | 50 [ 70 | 90 | 70
Concentracdo de X3
HCI (N) 175 [ 1,0 | 1,75 | 25 | 1,75

Tabela 3.3 - Niveis codificados para cada ponto individual do planejamento 23.
Variaveis Independentes

Ensaios X1 Xo X3
1 +1 -1 +1
2 +1 +1 -1
3 +1 +1 +1
4 0 0 0
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Tabela 3.3 - Niveis codificados para cada ponto individual do planejamento 23
(continuacéo).

Variaveis Independentes

Ensaios X1 X7 X3
5 -1 -1 +1
6 -1 -1 1,0
7 -1 +1 +1
8 -1 +1 -1
9 +1 -1 -1
10 0 0 0
11 0 0 0
12 -1 0 0
13 +1 0 0
14 0 0 +1
15 0 0 -1
16 0 -1 0
17 0 +1 0

Apbs a realizacdo dos experimentos descritos na Tabela 3.3
foram selecionados os fatores a serem ajustados a fim de maximizar o
teor de antocianinas.

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi utilizada para
determinar as condicGes 6timas de extracdo de antocianinas da borra do
vinho tinto, utilizando delineamento composto central rotacional
(DCCR), com os tratamentos realizados em duplicatas, com 3 repeticdes
no ponto central.
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O desenho experimental e a andlise estatistica foram realizados
com o auxilio do software Statistica 7.0, Stat Soft, Inc. Tulsa, OK, EUA
(licenga nimero 1.02.01.032/6718) (STATISTICA, 2008).

A funcdo resposta obtida foi particionada em componentes
lineares, quadraticos e de interacdo sendo os dados experimentais
ajustados num modelo polinomial de segunda ordem (Equacéo 2):

Y:,Bo"'_zk:ﬂixi+Zk:'g”xi2+zﬂiixixi ©)

i<j

onde: Y - Resposta do teor de antocianinas no extrato, fo- é definido
como uma constante, i — é o coeficiente linear, fii-é o coeficiente
quadrético e Si- é o coeficiente do produto de interacdo, xi e Xj - Sd0 0s
niveis das varidveis independentes (fatores), k - € o nimero de fatores
estudados.

A andlise de variancia (ANOVA) e os efeitos dos coeficientes
de regressao foram determinados a um nivel de significancia de 5 %. Os
dados experimentais foram confrontados com os valores preditos pelo
modelo.

3.5- RESULTADOS E DISCUSSAO
3.5.1 - Cinética de extragdo de antocianinas e razao soluto/solvente
O total de antocianinas extraidas utilizando etanol acidificado

foi graficado em funcdo do tempo para diferentes razbes de
soluto/solvente a uma temperatura de 10 °C (Figura 3.9).
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Figura 3.9 — Antocianinas totais extraidas utilizando etanol acidificado em
funcdo do tempo para diferentes razdes de soluto/solvente a uma temperatura de
10 °C.
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Na Figura 3.9 sdo apresentadas as curvas de extracdo obtidas
ap6s um tempo de extragdo de 24 h onde foram retiradas aliquotas em
diferentes intervalos de tempo, até atingir uma concentracdo de
equilibrio. Os tempos para atingir a concentracdo maxima de ACYS
(antocianinas) foram tomados como tempos de equilibrio.

O principal objetivo para esta cinética de extracdo de
antocianinas foi determinar o tempo de extracdo e a melhor proporcéo
de massa de soluto:volume de solvente aumentando assim a rendimento
de antocianinas totais. Pode-se perceber que ap6s 10 h de extracdo, o
tempo de equilibrio foi atingindo e o aumento da concentracdo de
antocianinas na solucdo ndo foi mais significativa. As razes de
soluto/solvente  1/5, 1/10 e 1/15 ndo apresentaram diferencas
significativas na concentragdo de antocianinas, portanto a razédo
soluto/solvente escolhida para a otimizagdo do processo de extracdo foi
de 1/5 por ser mais viavel quanto ao consumo de solvente e espera-se
facilitar o passo seguinte (purificacio).
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3.5.1.1 - Modelagem da cinética de extragdo

Os dados experimentais obtidos foram ajustados a diferentes
modelos cinéticos de extracdo (item 3.3.2) utilizando o software Origin
8.5. A escolha do melhor modelo foi baseada na analise do maior
coeficiente de determinacéo (R?). As Figuras 3.10 a 3.13 apresentam 0s
dados experimentais comparados com o0s modelos cinéticos de
Amendola (Equacdo 2), Caccace e Mazza (Equacdo 3), Spiro e Jago
(Equacdo 4) e Minchev e Minkov (Equacéo 5).

Figura 3.10 - Comparacdo dos dados experimentais com o modelo de
Amendola.
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Figura 3.11 - Comparagdo dos dados experimentais com o modelo de Minchev
e Minkov.
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Figura 3.12 - Comparacéao dos dados experimentais com o modelo proposto por
Cacace e Mazza.
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Figura 3.13 - Comparacédo dos dados experimentais com o modelo proposto por

Spiro e Jago
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O modelo cinético de Cacace e Mazza (Figura 3.12) apresentou
melhor ajuste aos dados experimentais (Tabela 3.4). Neste modelo
proposto a extragdo acontece em duas taxas, sendo este um modelo
exponencial, assintoticamente crescente com o tempo, para um valor
méaximo, sendo esta uma condicao de equilibrio. Este modelo também
considera que a extracdo ocorre indefinidamente. Como a extra¢éo foi
realizada em um reator em batelada quanto maior o tempo de residéncia
maior é conversao em produtos o que justifica também a cinética obtida.
As constantes dos modelos cinéticos testados sdo apresentadas na

Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Parametros cinéticos obtidos através dos modelos matematicos

estados.
Modelo Cinético Parametros R®
(valor £ erro padrio)
Amendola et al. (2010) Co, = 219,66 + 10,66
C = Cpexp (k*t™) k=0,176 + 0,046 0,930
n = 0,363 + 0,063
Cacace e Mazza (2003) A = 265,55 + 10,80
C=A(1—-exp(—B*t))+ | B=2,00=0,25; 0,998
C(1 —exp(—D *t)) C =136,62 +10,53;
D =0,075+ 0,023
Minchev e Minkov (1999) | A = 349,26 + 10,46
C=A—-Bexp(—K=xt) B = 350,83 + 28,83 0,942
K= 0,196 + 0,048
Spiro e Jago (1982) Co = 343,20 + 15,70;
C=Cp ——=2— k= 0,56 +0,20; 0,890
exp (kxt+a) a= 0’15 i 0’12

3.5.2 - Otimizagdo do processo de extracdo de ACYS -
Determinacao do teor de antocianinas no residuo da borra do vinho

tinto

Os valores das variaveis independentes do processo (X, X» € X3)
considerados bem, como os valores obtidos experimentalmente e, 0s

preditos pelo modelo sdo apresentados na Tabela 3.5.

Os valores

experimentais da funcdo resposta foram ajustados a um modelo

polinomial de segunda ordem (Equacdo 7),

codificadas, para a predicéo da resposta:

com as variaveis

y = 321,93 + 24,00x,; + 4,23x, + 3,56x5 + 18,39x7 — 32,52x3 —
10,86x2% — 7,94x,x, — 2,43x;X3 — 11,29%,X3

(7)
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Tabela 3.5.- Valores medidos e preditos do teor de antocianinas totais (AT)
determinado para cada ponto individual

ACYS Totais, em mg de
Ensaios Variaveis Independentes Cianidina-3-glicosideo/100
g de amostra

X1 X2 X3 Valor Valor

experimental predito
1 35(+1) 50(-1) 25(+1) 334,98 336,98
2 35(+1) 90(+1) 1,0(-1) 339,80 349,20
3 35(+1) 90 (+1) 25(+1) 318,92 307,16
4 20 (0) 70 (0) 1,75 (0) 325,76 321,93
5 5(-1) 50 (-1) 2,5(+1) 266,78 277,96
6 5(-1) 50 (-1) 1,0(-1) 232,31 265,12
7 5(-1) 90 (+1) 2,5(+1) 279,94 279,90
8 5(-1) 90 (+1) 1,0(1) 293,20 312,22
9 35(+1) 50(-1) 1,0(1) 313,23 333,86
10 20 (0) 70 (0) 1,75 (0) 322,60 321,93
11 20 (0) 70 (0) 1,75 (0) 324,60 321,93
12 5(-1) 70 (0) 1,75 (0) 335,88 316,32
13 35 (+1) 70 (0) 1,75 (0) 341,11 364,32
14 20 (0) 70 (0) 2,5 (+1) 315,60 325,50
15 20 (0) 70 (0) 1,0 (-1) 302,97 329,23
16 20 (0) 50 (-1) 1,75(0) 308,302 317,61
17 20 (0) 90 (+1) 1,75(0) 266,931 293,73

Na Tabela 3.5 esta apresentada a resposta do planejamento
fatorial experimental realizado em termos de mg Cyn-3-glu/100 g de
amostra pela Tabela 3.5 verifica-se que a menor concentracdo de
antocianinas foi de 232,3 mg de Cianidina-3-glucosideo/100 g de
amostra obtida no ensaio 6 (pH 1,0, temperatura de 5 °C e concentragao
de etanol de 50 %). A maior quantidade de antocianinas extraidas foi de
341,1 mg de Cyn-3-glu/100 g de amostra nas condi¢des de pH 1,75,
temperatura de 35 °C e concentracdo de etanol de 70 % obtidas no
ensaio 13.

Os ensaios 12 e 13 apresentam uma quantidade de antocianinas
muito préxima de 335,8 e 341,1 respectivamente. A diferenca entre os
dois ensaios estd na temperatura de extracdo que foi de 5 °C e 35 °C
para 0s ensaios 12 e 13 respectivamente. Isto pode ser explicado devido
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ao fato de que a quantidade de solvente utilizada e a concentragdo de
acido favoreceram o processo de extracdo para a faixa de temperatura
avaliada. A temperatura maxima utilizada para a extracdo das
antocianinas no extrato da borra do vinho tinto foi de 35 °C por razdes
econdmicas ou seja, uma extracdo a 5 °C aumentaria 0 custo do
processo de extracdo (gastos energéticos).

Na Tabela 3.6 estdo apresentadas a Analises de Variancia
(ANOVA) dos resultados experimentais para as diferentes combinacdes
de temperatura, concentracdo de solvente e concentracdo de HCI na
guantidade de antocianinas totais extraidas do residuo da borra do vinho
tinto. Nesta Tabela é possivel observar que as variaveis independentes
(concentragdo de HCI, concentracdo de etanol e temperatura) sdo
estatisticamente significativas (p < 0,05) durante o processo de extracéo
de antocianinas do residuo da borra do vinho tinto.

Tabela 3.6.- Analise de Variancia ANOVA

Fator SQ GL Valor de p
(1) temperatura (L) 5756,86 1 0,000446
temperatura (Q) 904,16 1 0,002829
(2) solvente (L) 186,59 1 0,013488
solvente (Q) 2831,69 1 0,000906
(3) HCI (L) 120,33 1 0,020687
HCI (Q) 314,72 1 0,008063
1L com 2L 504,71 1 0,005051
1L com 3L 51,76 1 0,046214
2L com 3L 1020,23 1 0,002508
Total 14758,10 16 -
R’=0,81212

SQ - soma dos quadrados; GL — graus de liberdade; L — termo linear; Q -
termo quadratico, p — probabilidade.

A superficie de contorno (Figura 3.14) mostra o efeito das
variaveis temperatura de extracdo e concentracdo de solvente no
rendimento de antocianinas totais em mg de cyn-3-glu/100 g de extrato.
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Figura 3.14 - Superficie de contorno para as variaveis testadas na otimizagao
do
processo de extracdo de ACYS.
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A superficie de contorno (Figura 3.14) mostra claramente o
efeito da temperatura na extragdo total de ACYS (mg cyn-3-glu/100g de
amostra). A temperatura é um fator importante na extracdo de
compostos sensiveis ao calor como é 0 caso das antocianinas. Com
aumento de temperatura, hd um aumento na taxa de difusdo do solvente
intensificando a transferéncia de massa e auxiliando a extracdo das
antocianinas. Um aumento na temperatura de extragdo aumenta a
cinética de transferéncia de massa, diminuindo assim o tempo necessario
para que se atinja o equilibrio entre a amostra e a fase extratora

(MARTENDAL, 2007).

Neste estudo, a temperatura de extracdo foi variada de 5 a 35

°C. O efeito da temperatura sobre o rendimento de extracdo das

0 5 10 15 20 25 30 35 40 1300



86

antocianinas aumentou significativamente 232,3 - 339,8 mg cyn-3-glu
/100 g de amostra quando a temperatura aumentou de 5 para 35 °C.

Pode-se perceber através da analise estatistica que a temperatura
aumenta significativamente a extracdo de antocianinas totais (Figura
3.14), sendo que a temperatura de 35 °C é favoravel a extracdo na faixa
de concentracdo de solvente de 45 a 90 %.

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com o0s
resultados reportados por Cacace e Mazza (2003) que extrairam
antocianinas a partir de groselha preta e observaram que a extracio de
antocianinas era favorecida pelo aumento de temperatura de 30 a 35 °C,
a partir disso, houve degradacéo dos compostos.

A superficie de contorno (Figura 3.15) mostra a influéncia da
temperatura e da concentracdo de HCI no rendimento de antocianinas
totais.

Figura 3.15 - Superficie de contorno para os efeitos de concentracdo de HCI e
concentragdo de solvente no teor de antocianinas extraidas.
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De acordo com a Figura 3.15, a temperatura de 35 °C favorece a

extracdo de ACYS em toda a faixa de concentragdo de HCI testada.
Na Figura 3.16 os efeitos da concentracdo de HCI e
concentragdo de solvente sdo avaliados. De acordo com a superficie de
contorno a faixa de concentragdo de solvente entre 60 e 85 % em
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qualquer concentracdo de HCI é a que apresenta 0s maiores teores de
antocianinas. Esta maior eficiéncia na extracdo justifica a utilizacdo, em
diversos trabalhos, de solventes hidroalcodlicos metanol e etanol em
meio acidificado para a extracdo de antocianinas de residuos do
processo de vinificacdo (ROCKENBACH et al., 2008).

Figura 3.16 — Superficie de contorno para os efeitos de concentracdo de HCl e
concentragdo de solvente no teor de antocianinas extraidas.
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A combinacdo de &gua e solventes orgénicos é geralmente a
melhor opgdo para a extracdo de compostos bioativos. O aumento da
concentracdo de etanol reduz a constante dielétrica do solvente,
diminuindo a solvatagdo das moléculas e com isso, 0 aumento da sua
difusdo através da reducdo da interacdo com o solvente (CACACE e
MAZZA, 2003; SANT’ANNA et al., 2011).

Neste estudo o solvente hidroalcodlico em meio acidificado que
apresentou a maior concentragdo de antocianinas totais expressas em mg
de cyn-3-glu/100g de amostra foi de 70 % de etanol e concentracdo de
HCI 1,75 M.
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Diversos autores concluiram que ndo é uma tarefa fécil
encontrar um método Unico que seja adequado para a analise de um
grupo diverso de fenolicos devido a diversidade das estruturas quimicas
e variacdo de sensibilidade dos compostos as condi¢Ges de extracdo
(ANTOLOVICH et al., 2000; ROCKENBACK et al., 2008). Portanto,
as melhores condicbes de extracdo dependem do sistema de solventes
empregado, da temperatura de extracdo utilizada e, principalmente do
tipo de amostra que foi empregada e qual a finalidade a que se destina o0s
compostos bioativos extraidos.

A Figura 3.17 mostra a analise dos residuos; pode-se observar
que os dados experimentais seguem uma distribuicdo normal (Figura
3.18) e que os erros sdo de natureza aleatoria, ndo havendo tendéncia
alguma.

Figura 3.17 - Valores preditos versus residuos.
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Figura 3.18 Distribuicéo dos residuos em torno da reta normal.
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3.6 — CONCLUSOES

O estudo da cinética de extracdo permitiu identificar a melhor
razdo massa de soluto/volume de solvente e, o tempo de residéncia
necessario para se atingir a condicdo de equilibrio. As melhores
condicdes foram: massa de soluto/volume de solvente de 1/5 e, o tempo
necessario para se atingir a condicdo de equilibrio foi de 10 h de
extracdo e a razdo soluto:solvente escolhida para a otimizagdo do
processo de extracdo foi de 1/5 por ser mais vidvel quanto ao consumo
de solventes. O modelo cinético que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi 0 modelo proposto por Cacace e Mazza.

Para a otimizacdo do processo de extracdo de antocianinas
totais as melhores condicbes dependem do sistema de solventes
empregado, da temperatura de extracdo utilizada e, principalmente do
tipo de amostra que foi empregada e, qual a finalidade a que se destina
0S compostos bioativos extraidos.

Neste estudo foram investigados a influéncia do pH,
concentracdo de etanol, e a influéncia da temperatura durante a extracdo
de antocianinas da borra do vinho tinto. Os resultados mostraram que a



90

temperatura é o fator que mais influéncia no processo de extracdo. As
melhores condi¢Bes de extracdo de antocianinas foram concentracdo de
HCI 1,75 N, extrato hidroalcodlico 70 % e temperatura de 35 °C.



CAPITULO 4 - PURIFICAGAO DO EXTRATO CONCENTRADO
DA BORRA DO VINHO TINTO

Pesquisas sobre o isolamento e preparacdo de antocianinas se
intensificou nos Ultimos anos por causa das exigéncias de analises
guantitativas de bioativos. Entretanto, métodos simples e eficazes para a
purificagdo em escala de antocianinas de produtos naturais Ssdo
raramente relatados. Neste estudo, a mistura de antocianinas foi isolada
a partir da borra do vinho tinto utilizando uma combinacgdo de extracdo
liquido-liquido e cromatografia em coluna aberta (CCA) estabelecendo
um sistema de eluicdo eficaz para separar as antocianinas. Os resultados
deste estudo podem ajudar a promover a purificacdo de antocianinas da
maioria das variedades de uva, bem como de outros materiais vegetais.

4.1 - Introducéo

Os baixos percentuais de extragdo, a instabilidade das
antocianinas e as dificuldades na obtencdo de padrdes dificultam a
exploragdo potencial sobre a bioatividade das antocianinas.

A maioria das pesquisas se limita ao uso de extratos de
antocianinas brutos de legumes ou frutas. No entanto, a presencga de
compostos fendlicos ndo antocianicos e as impurezas inevitavelmente
interferem na avaliacdo das atividades biol6gicas dos extratos de
antocianinas brutos. Considerando estas questdes, o isolamento e
preparacdo de padrdes de antocianinas puros de origem vegetal sdo
necessarios para quantificacbes mais precisas. Diversos autores ja
investigaram as propriedades benéficas das antocianinas. Apesar de seu
significativo potencial ativo, no entanto, as antocianinas nao tém sido
amplamente utilizadas pela industria alimenticia. (WANG et al., 2014)

Antocianinas sdo produtos de alto valor agregado (por exemplo,
extratos de antocianinas de alta pureza) mas ainda nao estdo disponiveis
no mercado. Assim a preparacdo de antocianinas puras ¢ um desafio
promissor. A purificagdo das antocianinas foi estudada utilizando uma
combinagdo sistematica de extracdo liquido-liquido e cromatografia em
coluna (CCA).

De um modo geral, pode-se dizer que, a cromatografia liquida e
a cromatografia em coluna aberta sdo as técnicas mais aplicadas, quando
0s compostos em estudo sdo moléculas complexas e susceptiveis a
degradacdo por outros procedimentos que envolvam processos de
aquecimento (OLIVEIRA, 2005).
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A cromatografia em coluna aberta (CCA) tem sido amplamente
utilizada para isolar flavonoides, taninos, antocianinas. No entanto, a
maior parte dos processos de extracdo envolvem solventes organicos
toxicos, incluindo metanol, acetona, acido férmico, cido acético, acido
trifluoroacético (TFA) e acetonitrila. O presente estudo foi realizado em
resposta a questdes referentes aos beneficios nutricionais e de salde dos
produtos ricos em compostos bioativos como os da produgdo vinicola
(WANG et al., 2014).

4.1.1 — Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver um método natural e de
baixo custo para a purificagdo de antocianinas usando as técnicas de
cromatografia em coluna aberta e extragéo liquido-liquido.

4.2 - Purificagdo de antocianinas

Frequentemente, os aspectos qualitativos e quantitativos na
andlise de antocianinas sdo complicados devido a presenca de outros
compostos. A purificacdo de antocianinas & necesséria porque 0s
solventes utilizados para extracdo ndo sdo especificos para as
antocianinas e quantidades consideraveis de outros compostos podem
ser extraidas e concentradas nos extratos coloridos influenciando a
estabilidade e/ou analise destes pigmentos (JACKMAN e SMITH,
1992).

A variedade e a quantidade de outros compostos dependerdo do
solvente e das metodologias utilizadas para a sua extragdo. Portanto, €
necessario um pré-fracionamento destes extratos. Quando quantidades
apreciaveis de lipidios, clorofilas, ou polifenois indesejados séo
suspeitos de estarem presentes nos extratos, estes materiais podem ser
removidos por lavagem com éter de petréleo, éter etilico ou acetato de
etila JACKMAN e SMITH, 1992).

4.2.2 — Purificacdo em duas etapas extracdo liquido-liquido (ELL) e
cromatografia em coluna aberta (CCA)

A extracdo liquido-liquido é uma operacdo de transferéncia de
massa, em que uma solugdo liquida (“feed”) inicialmente contendo um
ou mais solutos é completamente misturada com um liquido imiscivel
ou quase imiscivel (solvente). O solvente apresenta afinidade
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preferencial ou seletividade com um ou mais componentes do alimento
(IGNAT et al., 2011).

Normalmente, esse método procede com um fluxo continuo da
fase movel, que permanece até que todos os componentes da mistura em
andlise tenham saido da coluna e tenham sido detectados. A Figura 4.1
mostra esquematicamente como duas substancias A e B podem ser
separadas numa coluna por eluig&o.

Figura 4.1 Representagdo esquematica mostrando a separagdo de uma mistura
de componentes A e B através de uma coluna cromatografica, por eluicéo.

Amostra Fase movel
Vg = v Vy y 4o
A+B =4 I ! 8§
!
bl | B
| |
B
A '
|
|
Coluna |
empacotada ' .
| B
| AL
e ER 1 s [:;
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| | B
to t t ts t,

Fonte: See e Hawkes, 1983.

A eluicdo envolve o transporte das espécies atraves da coluna
pela adicdo continua de fase movel fresca (fluido de arraste). No instante
inicial da analise (t = tp), uma pequena quantidade da amostra, que pode
inclusive estar diluida na fase mdvel, é introduzida na coluna, no menor
intervalo de tempo possivel. Conforme sdo transportados pela fase
movel, que entra de forma continua na coluna, os componentes A e B da
mistura véo se distribuindo ao longo das duas fases, e comega a se
acentuar a separacdo entre os componentes ao longo das fases
estacionaria e mével. Com o decorrer do tempo que implica na adi¢do
de maiores quantidades de fase movel, o componente que interage mais
fracamente com a fase estacionéria vai sendo preferencialmente
arrastado pela fase movel. Isso ocorre porque a velocidade de arraste de
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um componente ao longo da coluna depende da fracdo de tempo que
esse componente passa em cada fase: um componente que interage
fracamente com a fase fixa, passa pouco tempo ligado a ela,
permanecendo a maior parte do tempo na fase movel. ldealmente, as
diferencas entre velocidades de arraste leva a separacdo dos
componentes da mistura em analise em bandas ou zonas da coluna. Com
a continuacdo da passagem de fase movel, as diferentes bandas vao se
movendo ao longo da coluna, até atingir o seu final, onde sdo coletadas
e/ou detectadas (HAWKES, 1983).

4.3 - MATERIAIS E METODOS

Primeiramente o extrato bruto obtido apds a etapa de extracao
foi concentrado em evaporador rotativo a uma temperatura de 37 °C por
um periodo de 5 h e foi utilizado como matéria - prima nesta etapa de
purificacgdo.

4.3.1 - Extracao liquido - liquido

Do extrato bruto concentrado, foi retirada uma aliquota que foi
diluida em agua acidificada (0,02 % HCI v/v) na proporcdo de 1:2.
Depois de diluida, a amostra foi filtrada a vacuo em papel de filtro. O
filtrado foi colocado em um funil de separacdo com 30 mL de acetato de
etila e agitado por 2 min. Com a agitacdo, o soluto passa a fase na qual
esta o solvente com maior afinidade (fase aquosa). Apds este periodo, a
amostra foi deixada em repouso por 10 min para a separagdo das fases,
procedendo com a drenagem da fase aquosa, de modo a remover do
extrato aquoso 0s compostos fendlicos indesejaveis.

Foram executadas mais extracbes a fim de remover maior
quantidade dos interferentes. Entretanto percebeu-se que a partir da
segunda extracdo ndo houve diferencas significativas nos espectros,
definindo que apenas uma extracédo é suficiente para esta etapa.

4.3.2 - Cromatografia em coluna aberta (CCA)

A fase aquosa foi entdo eluida em uma coluna cromatogréafica
contendo silica gel de tamanho de particula entre 0,063 — 0,200 mm,
(VETEC Quimica Fina, Brasil) como fase estacionaria. Duas fases
moveis foram utilizadas: &gua acidificada (0,02 % HCI viv) e
posteriormente etanol acidificado (0,02 % HCI v/v). As substancias
mais polares que as antocianinas, como agucares e acidos organicos, sdo
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primeiramente, eluidas quando a fase mével é agua acidificada. Em
seguida, as antocianinas sdo eluidas com solvente alcodlico acidificado
(GOUVEA, 2010). A Figura 4.2 mostra a ordem de elui¢do dos
compostos presentes no extrato bruto.

Figura 4.2 - Esquema da purificagdo das antocianinas

Amostra Agua (HCl 0.01%) Acetato de etila Etanol (HCI 0.01%)

e®e0ce

Acidos Fenélicos Antocianinas
Agucares (procianidinas)

(Fonte: Rodriguez-Saona e Wrolstad, 2001)

As fragBes purificadas foram coletadas em frascos de
aproximadamente 10 mL e, lidas em espectrofotémetro UV-VIS de
modo a ter uma analise prévia da eficiéncia da purificacdo. As fracdes
coletadas que apresentaram picos de absor¢do caracteristicos das
antocianinas (496 a 550 nm) foram submetidas as técnicas
cromatogréaficas especiais (cromatografia liquida de alta eficiéncia —
CLAE) para identificacdo das suas antocianidinas majoritarias. A
Figura 4.3 apresenta um esquema do processo de purificacdo das
antocianinas utilizando a extracdo em fase liquida combinada com a
cromatografia em coluna aberta (CC).
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Figura 4.3 - Esquema do processo de purificagdo de antocianinas utilizando
extracdo liquido-liquido e cromatografia em coluna aberta.
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4.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 - Purificacao dos extratos antocianicos através da combinagao
de extracao liquido-liquido (ELL) e cromatografia em coluna aberta
(CCcA)

A Figura 4.4 apresenta o perfil espectrofotométrico do extrato
bruto e do extrato obtido ap6s a etapa de extracao liquido-liquido.

Figura 4.4 Espectro dos extratos bruto (A) e do extrato apds a extragdo liquido liquido (B).
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Observa-se pelo comportamento do espectro (Figura 4.4 A),
duas regides distintas, uma na faixa do visivel (700 — 350 nm) e outra na
faixa UV (350 nm — 190 nm). Na primeira faixa, hd um pico bem
definido no comprimento de onda de 525 nm correspondendo a regido
de maxima absorcdo do cation flavilium (ponto 1) caracteristico das
antocianinas (GIUSTI e WROLSTAD, 2001). Na outra faixa
observada, 0s picos visualizados no espectro sdo referentes aos
compostos de degradacdo e demais substancias interferentes (ponto 2).
De acordo com Bobbio e Bobbio (1992), as antocianinas e
antocianidinas mostram uma absorbancia intensa na regido
compreendida entre 0os comprimentos de onda de 465 a 550 nm (banda
) e uma absorbancia menos intensa na regido entre 270 e 280 nm
(banda I1), sendo os espectros bastante caracteristicos para identificar
esses pigmentos, quando puros.

Depois de realizada a extragdo liquido-liquido utilizando acetato
de etila (Figura 4.4 B) pode-se perceber que houve uma diminuicdo
significativa da absorbancia na regido de 400 nm a 250 nm. Ao mesmo
tempo, a regido caracteristica das antocianinas (525 nm) ndo sofreu
diminuigdo significativa de sua banda, sendo que a diferenga observada
provavelmente é decorrente a erros de manipulacdo durante a diluicdo
das aliquotas.

A segunda etapa do processo de isolamento de compostos
antocianicos foi a purificacdo com silica gel. A aplicacdo da fase aquosa
resultante da etapa de extragdo liquido-liquido foi realizada em uma
coluna de vidro de 2 cm de diametro interno com suporte poroso na
base, contendo silica gel como fase estacionaria, obtendo uma altura de
leito equivalente a 10 vezes o seu diametro (Figura 4.5 A). Na
sequéncia, foi feita a lavagem da coluna com agua acidificada e, nesta
etapa os compostos com menor afinidade pela fase estacionéaria, ou
menos adsorvidos, sdo eluidos (Figura 4.5 B). As antocianinas sdo
fortemente adsorvidas na fase estacionaria por suas hidroxilas ndo
substituidas (Costa et al., 2000). Por fim, a eluicdo da fracdo das
antocianinas, foi realizada com etanol acidificado (Figura 4.5 C).

A Figura 4.5 apresenta o perfil da eluicdo da amostra com
solventes de diferentes polaridades descritos no item 4.3.2.
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Figura 4.5 Cromatografia por coluna com silica gel. A: momento de aplicacdo
do extrato obtido ap6s a extragdo liquido-liquido; B: elui¢do do extrato através
da coluna com &gua acidificada; C: desenvolvimento da eluicdo com etanol
acidificado.

As fracOes obtidas ap6s a etapa de purificacdo em coluna
cromatogréfica aberta (CCA) sdo apresentadas na Figura 4.6.

Figura 4.6 FracOes obtidas ap6s a etapa de extracdo em fase sélida (EFS).

Tqmﬁvﬁ- ;‘-i !

! 16 17

( F E & e




100

Muita informacgdo pode ser conseguida pela simples observacdo
da cor do pigmento em meio aquoso. As antocianinas e antocianidinas
existem em fase aquosa como uma mistura de 4 espécies moleculares; a
concentracdo de cada uma delas depende do pH do meio. Em solugdes
em que o pH varia de 1 a 3, o cétion flavilio € a espécie dominante
responsavel pela coloragdo vermelha (Figura 4.6; fragdes 7, 11, 12, 14 e
15) em valores de pH de 4 a 5, as espécies principais sdo a chalcona e o
hemiacetal, formas geralmente menos coloridas (Figura 4.6, fragdes 9 e
10), e de 6 a 7, a forma predominante é a base quinoidal, cuja coloracédo
varia do azul ao violeta (Figura 4.6; fragdes 4,5 e 6 e 13).

A cor geralmente muda do vermelho para o azulado (violeta),
enguanto segue a ordem das estruturas pelargonidina, cianidina,
peonidina, malvidina, petunidina e delfinidina.

A presenga de antocianidinas nas fragBes purificadas sera
determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

4.5 - CONCLUSOES

No presente estudo, a combinacdo sistematica de extracdo
liquido-liquido e cromatografia em coluna aberta (CCA) utilizando agua
ultrapura acidificada (HCI 0,02 %) e etanol acidificado (HCI 0,02 %)
mostrou-se um método simples e efetivo no fracionamento de
antocianinas.

Foram coletadas 17 fragBes ap0s a etapa de purificagdo. A
identificagdo destes compostos sera confirmada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Etanol, acetato de etila e HCI mostraram-se adequados para a
extracdo e purificacdo de antocianinas e, podem servir como substitutos
para o metanol, que é um solvente tdxico, acetona e acido
trifluoroacético (TFA).



CAPITULO 5 - SEPARACAO E IDENTIFICACAO POR
Cromatografia liquida de alta eficiéncia das ANTOCIANIDINAS
PRESENTES NO EXTRATO CONCENTRADO E
PURIFICADO

5.1 - Introdugéo

Dois métodos sdo utilizados para a quantificagdo das
antocianinas: pH diferencial e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). O primeiro é um método espectrofotométrico mais simples
rapido e barato, porém com pouca sensibilidade para baixas
concentracdes. A cromatografia, apesar de ser uma técnica mais precisa
e cara é o método mais utilizado devido a sua facilidade em efetuar a
separacao, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas presentes
em uma amostra, mesmo em misturas mais complexas (KECHINSKI,
2011).

Na literatura dois métodos existem basicamente para a separacgao
e identificacdo de antocianinas das proprias antocianinas e das
antocianidinas. Existem mais de 600 antocianinas identificadas na
natureza e, para uma razoavel caracterizacdo, seria necessaria a
aquisicdo de um grande nimero de padrdes. As antocianidinas sdo as
agliconas obtidas a partir do isolamento das antocianinas, ou seja, as
antocianinas sem a ligacdo com os agucares; dentre as encontradas na
natureza, apenas seis estdo presentes em alimentos: pelargonidina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina. Elas diferem
entre si quanto ao nimero de hidroxilas e grau de metilacdo, presentes
no anel B. Desta forma, o nimero de antocianinas para a analise pode
ser reduzido.

O interesse por esses pigmentos se intensificou uma vez que
pesquisas tém demonstrado que as antocianinas e suas respectivas
agliconas sdo compostos bioativos e que, entre os varios outros efeitos
fisiolégicos, possuem capacidade antioxidante. Zhang, Vareed e Nair
(2005) constataram o efeito inibitério da cianidina, da delfinidina, da
pelargonidina, da petunidina e malvidina na proliferacdo de células
humanas cancerigenas, originadas em diferentes partes do corpo:
estdbmago, cdlon, mama, pulmdo e sistema nervoso central (LIMA,
2006). Conforme apresentado nos capitulos anteriores, o residuo da
borra do vinho tinto é uma fonte alternativa de compostos antocianicos;
portanto é importante conhecer a distribui¢do e a estrutura quimica das
antocianidinas presentes neste extrato ainda pouco explorado.



102

5.1.1 — Objetivo geral

O objetivo deste capitulo é identificar as antocianidinas
presentes no extrato bruto da borra do vinho tinto e das fracGes
purificadas do extrato através cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando padrdes externos de alta pureza.

5.2 - Separacéo e identificacdo de antocianinas por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Perfis de antocianinas sdo distintos para diferentes frutas, com
alguma variacdo que também depende da espécie da amostra analisada.
Cromatografia liquida de fase reversa associada a deteccéo de arranjo de
diodos tem sido a ferramenta mais utilizada para a identificacdo e
quantificacdo de antocianinas.

A identificacdo de antocianinas em alimentos e plantas pode ser
realizada utilizando procedimentos de comparagdo direta, quando ha
disponibilidade de padrdes, e de comparacdo indireta, quando ndo for
possivel utilizar padrées (MARCO, POPPI e SCARMINIO, 2008).

As antocianinas podem ser separadas por sua polaridade, o que
as confere tempos de retencédo diferentes.

A quantificagdo das antocianinas pode ser realizada pela
comparagdo com um padrdo externo. Contudo, quando se usa somente
um padrdo analitico para quantificar diferentes antocianinas presentes na
amostra, normalmente a cianidina-3-glicosideo, as concentracfes
reportadas podem ser inferiores as reais (HONG e WROLSTAD, 1990;
FRANCIS, 1982). No entanto, a CLAE pode resultar em uma
subestimacdo da quantidade de antocianinas presentes em amostras que
contém diferentes antocianidinas glicosideos quando se utiliza um
padrdo para quantificacéo.

A soma da area do pico em um determinado comprimento de
onda (por exemplo 520 nm) é usado ao quantificar antocianinas por
CLAE, que é geralmente proximo dos comprimentos de onda maximos
das antocianinas individuais.

Numerosos estudos tém demostrado que o comprimento de
onda méaximo se desloca dependendo dos cromoforos das antocianinas
(LEE et al.,2008).

Dois métodos analiticos para separacdo de antocianinas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo usualmente utilizados: um
método basico e outro alternativo. O método basico tem um tempo de
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analise mais curto e é apropriado para matrizes contendo antocianinas
glicosiladas, enquanto o alternativo € mais longo e mais apropriado para
matrizes mais complexas, antocianinas aciladas. Além disto, alguns
processos auxiliares sdo (teis para caracterizagdo dos picos de
antocianinas desconhecidas. O primeiro destes simplifica o
cromatograma através de uma hidrélise acida removendo, assim, o
grupo (s) de agUcares acilados ligados a antocianina para formar uma
antocianidina (aglicona). Existem apenas seis antocianidinas que
ocorrem na natureza, de modo que o0 cromatograma pode ser
simplificado por este tratamento. A hidrélise acida também pode ajudar
a confirmar a identidade dos compostos de origem por identificacdo da
sua aglicona (antocianidina). Também se pode utilizar a saponifica¢do
por base para remover os grupos acilados que podem estar ligados a
algumas antocianinas. Este procedimento pode ser frequentemente
utilizado antes ou em conjunto com hidrolise acida para caracterizar
mais completamente um determinado composto (DURST e
WROLSTAD, 1994).

Para uma identificagdo mais completa pode-se utilizar técnicas
adicionais como a espectroscopia de massa (EM) e a espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) para a determinacdo da massa
molecular, a natureza das ligacdes glicosidicas, os sitios de acilacdo e de
substituicdo do agucar (GIUSTI et al., 1999). Os perfis obtidos séo Uteis
para a identificacdo das espécies, variedades e para a avaliacdo de
produtos comerciais de qualidade.

Rosso et al. (2008) utilizaram a técnica de CLAE acoplada ao
detector de arranjo de diodos e a EM, para determinar o perfil
antocianico de amostras de acerola e agai, conseguindo identificar suas
ACYS majoritarias.

Revilla et al. (2001) identificaram as ACYS presentes em
extratos de bagaco de uvas e em vinhos tintos, onde a combinacdo das
técnicas de CLAE acopladas a EM demonstraram ser essenciais para a
identificacdo destes compostos.

Nos casos em que ndo ha a possibilidade de se empregar
padrGes de ACYS, sugere-se substitui-los por sucos ou extratos de
frutas, para servirem como referéncia para os tempos de retengdo. Um
bom exemplo é o suco de uva Concord, onde ha a presenca de sete
diferentes ACYS, que cobrem a gama de tempos de retengdo para a
maioria das faixas de interesse (DURST e WROLSTAD, 1994).

Devido a dificuldade de obtencdo e ao elevado preco de
padrbes de antocianinas, Goiffon e colaboradores (1999), descreveram
um método utilizando HPLC para identificar estes pigmentos.
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Tal método consiste na comparacdo de fatores de retardamento das
antocianinas que se deseja identificar com aquele referente a cianidina
3-glicosideo, pigmento presente em praticamente todas as frutas
vermelhas (CAMPOS, 2006).

5.3 - MATERIAIS E METODOS

5.3.1 - Preparacdo das curvas de calibracdo dos padrdes de
antocianidinas

Para a construgdo das curvas de calibracdo foram adquiridos
dois padrdes de antocianidinas - o cloreto de cianidina e cloreto de
malvidina (empresa Sigma Aldrich) com 99 % de pureza. Os padrdes
foram solubilizados em etanol acidificado com 0,1 % HCI v/iv em
diferentes concentragdes (10, 25, 50, 75 e 100 mg.L™) e lidos em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 190 a 700 nm.

5.3.2 - Separagdo das antocianidinas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

O extrato bruto e as fracfes obtidas na etapa de purificagdo foram
analisadas em um cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE)
segundo o método descrito por Durst e Wrolstad (1994), utilizando um
cromatégrafo modelo Ultimate 3000 (Dionex) com detector de arranjo
de diodo (Diode Array Detector). A separagdo foi realizada atraves de
uma coluna Cyg de 250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro
interno com particulas de 5 um de didmetro médio.

O comprimento de onda foi ajustado para 520 nm. A
temperatura foi de 25 'C e a vazéo foi ajustada para ImL.min™. Para a
eluicdo, foi utilizada uma alimentacdo em gradiente. As solugdes
utilizadas e as suas composicdes sdo apresentadas na Tabela 5.1.

Tabela 5.1.- Gradiente de elui¢do e tempo para a separagdo das antocianidinas.

Tempo (min) | Solvente A™ (%) | Solvente B~ (%)
0 5 95
20 20 80
25 5 95

“Solvente A é acetonitrila (CHsCN, grau HPLC); * Solvente B é 4cido acético
(10 %), acetonitrila (5 % v/v) e acido fosforico (1 %) em agua Mili Q.



105

Os padrdes de antocianidinas foram injetados no cromatdgrafo
nas mesmas condicdes de eluicdo das fracdes obtidas do extrato.

As antocianidinas foram identificadas a partir da comparacao dos
tempos de retencdo dos padrBes e quantificadas através de curvas de
calibracdo do padrdo externo de cloreto de malvidina e cloreto de
cianidina.

5.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1 - Curva de calibracédo com padrdes de antocianidinas

Apos a preparacdo das curvas de calibracdo dos padrdes de
cloreto de cianidina e cloreto de malvidina as solucdes foram injetadas
separadamente no cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia sob as
condi¢des descritas no item 5.3.1.

As curvas de calibracdo apresentaram comportamento linear
com um coeficiente de determinacdo R? de 0,999 e 0,995 para o cloreto
de cianidina e cloreto de malvidina, respectivamente (Apéndice A).

5.4.2 - ldentificacdo das antocianidinas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia — CLAE do extrato bruto e das fragdes obtidas
apos a etapa de purificacao

Os perfis cromatograficos de cada padrdo bem como 0s seus
tempos de retencdo sdo apresentados na Figura 5.1. Através do
cromatograma, € possivel confirmar a pureza dos padrdes, uma vez que
n&o foi observada nenhuma alteracdo em suas bandas
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Figura 5.1 - Perfil cromatografico obtido por CLAE dos padrGes de
antocianidina cloreto de cianidina e cloreto de malvidina.
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Os tempos de retencdo do cloreto de cianidina e cloreto de
malvidina sdo de 8,5 e 13,54 min, respectivamente. Valores muito
proximos aos encontrados neste trabalho foram reportados por
Kechinski (2011) que foram de 9,56 min para o cloreto de cianidina e
15,28 min para o cloreto de malvidina. Esta diferenca no tempo de
retencdo dos padrdes pode ser justificada devido ao fato que derivados
de antocianidinas individuais respondem de forma diferente dependendo
das condicBes utilizadas na analise, do grau de acilacdo, grau de
glicosilacéo, diferentes acidos, comprimento de absor¢cdo maximo e do
efeito do solvente. Estes pardmetros podem influenciar no gradiente de
eluicdo promovendo a variagdo da resposta das antocianidinas
individuais (DURST e WROLSTAD, 2005; FRANCIS, 1982; GIUSTI e
WROLSTAD, 2005; HONG ¢ WROLSTAD, 1990, LEE, 2008). A
Figura 5.2 apresenta o cromatograma do extrato bruto concentrado.
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Figura 5.2 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianidinas
presentes no extrato bruto concentrado.
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A partir do cromatograma obtido pode-se observar que foram
identificadas na amostra do extrato bruto duas antocianidinas: o cloreto
de malvidina (tzg=13,54 min) e o cloreto de cianidina (tg =8,5 min).
Segundo Takedoa e Dao (2008), a ordem de eluicdo deve ser do
composto mais simples, a pelargonidina que apresenta hidrogénio nos
radicais R; e R, para 0o composto mais complexo a malvidina que
apresenta o radical metoxi (OCH3) nas mesmas posi¢oes R; e R,.

De acordo com Lee et al (2008) as amostras de uvas contém
sempre malvidina.

Pesquisas realizadas por Longo e Vasapollo (2005) e por
Kallithraka et al. (2005), em uvas mostraram que 0s picos referentes as
antocianinas aciladas foram os Ultimos a serem eluidos e que 0s picos
referentes aos glicosideos de delfinidina, cianidina, petunidina e
malvidina foram eluidos antes de 13 min, o que esta de acordo com o

obtido neste estudo que obteve para o cloreto de malvidina um tempo de
retencdo de 13,54 min.
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Os resultados encontrados por POMAR, NOVO e MASA,
(2005) estdo de acordo com os encontrados neste estudo. Os autores
observaram que a malvidina foi a antocianina encontrada em maior
propor¢do ao avaliarem 50 variedades de Vitis vinifera. Da mesma
forma, em outro estudo de cultivares de Vitis vinifera, a malvidina
representou cerca de 67 % do total de antocianinas, seguida pela
peonidina, petunidina e delfinidina, sendo a cianidina a menos
abundante. Em nosso estudo as antocianidinas identificadas através de
padrdes primarios no extrato bruto foram: o cloreto de cianidina e
cloreto de malvidina. A proporcdo presente de cloreto de
malvidina:cloreto de cianidina foi de 7:1, sendo que o cloreto de
malvidina representou 22,6 % do total de antocianidinas presentes no
extrato.

As Figuras 5.3, 5.4 e 5.5 apresentam alguns dos perfis
cromatograficos mais representativos das 17 fracBes obtidas apds a
etapa de purificacdo por extracdo liquido-liquido (ELL) e cromatografia
em coluna aberta (CCA). O restante destes perfis estd anexado ao
Apéndice A.

Figura 5.3 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianidinas
presentes na fragdo purificada (F12) do extrato da borra do vinho. Condigdes
cromatograficas: as mesmas descritas na Tabela 5.1.
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A fragdo F12 obtida ap0s a etapa de purificacdo descrita no item
4.3.2 apresentou um percentual em &rea de cloreto de malvidina de
76,47 % e de 10,85 % de cloreto de cianidina. Comparando 0s
cromatogramas, antes da purificacdo (extrato bruto) e da fracdo F12,
obtida apds a purificacdo, pode-se constatar que, para 0 extrato em
estudo, o tempo utilizado foi efetivo para obter apenas as antocianidinas.
Também confirmou-se a presenca de pigmentos glicosilados na medida
em que 0Ss picos presentes nos cromatogramas das antocianinas
desapareceram apos a purificacao.

Figura 5.4 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianidinas
presentes na fragdo purificada (F6) do extrato da borra do vinho. Condigdes
cromatogréficas: As mesmas descritas na Tabela 5.1.
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Na Figura 5.4 foi uma das primeiras a ser eluida (F6) pode-se
constatar um maior percentual em area do cloreto de cianidina 56,5 % e
de 31,7 % de cloreto de malvidina, confirmando que a ordem de eluicdo
das antocianidinas que é primeiramente a delfinidina, seguida de
cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina.
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Figura 5.5 - Perfil cromatografico obtido por CLAE das antocianidinas
presentes na fracdo purificada (F7) do extrato da borra do vinho. Condigdes
cromatograficas: As mesmas descritas na Tabela 5.1
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Na Figura 5.5 pode-se perceber que o pico referente ao cloreto
de cianidina comega a desaparecer e 0 pico do cloreto de malvidina
comeca a se tornar mais acentuado.

De acordo com o cromatograma do extrato bruto (Figura 5.2) e
das fracdes obtidas apds a etapa de purificacdo pode-se perceber que a
extracdo liquido-liquido seguida da purificagdo por cromatografia em
coluna aberta contribuiu para a obtencdo de fragdes com um teor de
pureza satisfatorio.

A separacdo das antocianidinas nas fragdes obtidas poderia ser
melhorada se fossem efetuadas modificagdes na coluna cromatogréfica
aberta, utilizada na etapa de purificacdo, como: aumento da altura do
leito, tempo de analise maior, e se as fracfes obtidas na primeira eluicdo
com &gua acidificada 0,02 % de HCI tivessem sido coletadas e
repassadas na coluna com etanol acidificado 0,02 %. Na Tabela 5.2 sdo
apresentadas as concentragcdes em mg/L do cloreto de cianidina e cloreto
de malvidina presentes no extrato concentrado e nas fragcBes obtidas
apos a etapa de purificagdo.
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Tabela 5.2 - Concentracdo de antocianinas no extrato bruto e nas fracdes
obtidas ap6s a etapa de purificacao.

Amostra Concentracdo em Concentragdo em
mg/L de cloreto de | mg/L de cloreto de
cianidina malvidina
Extrato 0,0015 2,165
concentrado
F5 0,0001 0,0013
F6 0,0003 0,0041
F7 0,0001 0,0049
F8 0,0001 0,011
F9 0,0001 0,0255
F10 0,0001 0,0614
F11 0,0001 0,2471
F12 0,0005 0,4923
F13 0,0008 0,488
F14 0,0004 0,2941
F15 0,0002 0,1506
F16 0,0001 0,0642
F17 0,0001 0,0298

Pode-se perceber que no extrato bruto e no extrato purificado
(Tabela 5.2) foram identificadas quantidades de antocianidinas sendo
gue a que se apresenta em maior quantidade € o cloreto de malvidina.
De acordo com Cabrita et al. (2003), as antocianinas do género Vitis sdo
a cianidina, a delfinidina, a peonidina, a petunidina e a malvidina. As
suas quantidades relativas variam com a casta, mas a malvidina é
sempre majoritaria o que é corroborado pelos resultados obtidos.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 5.2) o extrato
bruto apresenta 2,165 mg/L de cloreto de malvidina e a fragdo F12, a
concentracdo de cloreto de malvidina foi de 0,492 mg/L (que
corresponde a aproximadamente 22,78 % do total encontrado no extrato
bruto) comparando estes resultados com o custo de 1 mg do padréo
primario cloreto de malvidina (R$ 567,00; Nota Fiscal: 8202142833) o
extrato da borra do vinho tinto € uma fonte promissora na exploracao de
compostos bioativos como as antocianidinas. Também se pode concluir
gue a etapa de purificagdo auxiliou na obtengdo de compostos com
elevado grau de pureza.
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5.5 - CONCLUSOES

Neste trabalho foi utilizado um método analitico para a
caracterizacdo do extrato etanolico rico em antocianidinas obtido a partir
da borra do vinho tinto.

A metodologia analitica proposta para a separacdo e
identificacdo das antocianidinas por CLAE juntamente com a prévia
purificacdo do extrato por extracdo liquido-liquido e cromatografia em
coluna aberta mostrou-se sensivel e precisa na faixa de concentracfes
estudada, sendo adequada para a avaliagdo de antocianidinas em extratos
vegetais.

Além disto as condigdes de extracdo utilizadas promoveram a
hidrélise 4acida das antocianinas reduzindo assim o ndmero de
compostos a serem identificados para apenas seis (antocianidinas),
facilitando assim a caracterizagdo do extrato.

Os picos referentes as agliconas testadas apresentaram-se bem
definidos, separados, e com um tempo de analise relativamente curto (25
min) sendo que a ordem de eluicdo encontrada foi cloreto de cianidina e
cloreto de malvidina.

No geral, observa-se que uma das maiores dificuldades na
identificagdo das antocianinas individuais é a falta de padrfes e que a
escolha do método a ser utilizado depende do objetivo da analise. Para a
deteccdo da presenca de antocianinas em um vegetal, um simples teste
utilizando-se cromatografia em papel pode ser suficiente. Métodos
Opticos como UV-Vis sdo ferramentas complementares muito Uteis para
a caracterizacdo de antocianinas. ldentificaces de antocianinas
individuais exigem métodos mais avangados como espectroscopia RMN
e espectrometria de massas. A combinacgdo destas técnicas pode trazer
informacdes suficientes para a completa elucidacdo da estrutura de uma
antocianina.



CAPITULO 6 — MICROPARTICULAS EM ANTOCIANINAS
EXTRAIDAS DA BORRA DO VINHO TINTO UTILIZANDO O
METODO DA EMULSIFICACAO/GELIFICACAO TERMICA
COM PROTEINAS DO SORO DO LEITE

No Capitulo 3 obteve-se o extrato etandlico a partir da borra do
vinho tinto rico em antocianinas e compostos antioxidantes. A utilizagdo
deste extrato na industria farmacéutica, alimentos e de cosméticos, é
limitada devido a baixa estabilidade das antocianinas frente a fatores
como pH, temperatura, luz, presenca de oxigénio, degradacdo
enzimatica, acido ascorbico, ions metélicos, acUcares e copigmentos. A
microencapsulacdo é uma possibilidade promissora para a estabilizagdo
de antocianinas. A fim de preservar as antocianinas destes extratos foi
utilizado o método de microencapsulagdo por emulsificacdo/gelificacdo
térmica utilizando proteinas do soro do leite.

A microencapsulacdo/gelificacdo térmica foi realizada a
temperatura de 80 °C. A capacidade antioxidante determinada no
Capitulo 2 permitiu utilizar este método para a microencapsulacdo sem
gue se tenha perda da capacidade antioxidante do extrato.

Outro fator que deve ser considerado é que o extrato bruto
concentrado utilizado na encapsulagdo foi obtido através de solvente
hidroalcodlico acidificado. O pH final da solucdo foi de 1,75. Uma
caracteristica marcante das antocianinas esta no fato de que em solugdes
aquosas, elas apresentam diferentes estruturas em funcéo do pH. De um
modo geral, em meio extremamente 4acido (pH entre 1-2), as
antocianinas apresentam coloracdo intensamente avermelhada devido ao
predominio da forma cétion flavilico (AH") que é mais estavel que as
outras estruturas.

A antocianina encapsulada pode apresentar aplicabilidade em
diferentes areas da industria, podento atuar como aditivo e corante
natural, substancia funcional, preservar ou mascarar a cor, melhorar a
qualidade nutricional entre outras aplica¢cdes (KECHINISKI, 2011).

Neste capitulo é apresentado um procedimento para preparar
microparticulas de proteinas isoladas do soro do leite em diferentes
concentracdes. Particulas de proteina foram formadas pela
emulsificacdo das proteinas isoladas do soro do leite (WPI) em 6leo de
girassol com e sem a presenca de span 80 como emulsificante soltvel na
fase oleosa. Esta emulsdo (A/ O) foi aquecida para induzir a gelificacéo
das proteinas isoladas do soro do leite, o 6leo foi removido por
centrifugacdo. O didmetro médio das particulas foi da ordem de 37,04
um. As micrografias das particulas revelaram que a proteina estd
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distribuida por todas as particulas e que ha 6leo associado com as
particulas, ou em torno das particulas e/ou distribuida nas particulas.

6.1 — Introducéo

Um grande nimero de compostos fendlicos de origem natural
sdo interessantes quanto as suas propriedades. No entanto, na sua forma
livre, eles podem apresentar solubilidade e estabilidade limitada. Além
disso, muitos destes compostos tém um gosto desagradavel que deve ser
mascarado antes de sua incorporacdo em alimentos ou medicamentos
orais. Assim, a administracdo de compostos fendlicos requer a
formulagdo de um produto acabado protegendo o produto e sendo capaz
de manter a integridade estrutural do polifenol até o consumo ou a
administracdo. Entre os métodos de estabilizacdo existentes, a
encapsulagio é um meio interessante. Varias técnicas de
microencapsulacdo estdo disponiveis, e os produtos microencapsulados
sdo largamente utilizados nas industrias alimentar, farmacéutica e
cosmética, mas também em Vérios outros dominios, como cuidados
pessoais, produtos agricolas, medicamentos veterinarios, produtos
quimicos industriais, biotecnologia, industrias biomédicas (LEVY,
2011).

As antocianinas sdo compostos fenolicos e sdo conhecidas pela
sua capacidade antioxidante, como corante natural (aditivo),
propriedades anti-inflamatérias, anti-carcinogénicas (MAZZA, 2007).
Devido a instabilidade das antocianinas o seu uso é limitado. A
microencapsulacdo é uma das alternativas para proteger estes compostos
e, viabilizar a sua utilizagdo em diversas &reas da industria.

O método mais comumente utilizado para a encapsulacdo de
antocianinas ¢ o “spray drying”. Os materiais de matrizes usados
principalmente sdo polissacarideos como a maltodextrina, goma arébica,
proteinas isoladas de soja entre outros. A encapsulacdo protege o
composto contra fatores externos como oxigénio, luz, durante o
armazenamento e secagem. No entanto, em ambientes aquosos, como
prevalece em muitos alimentos ou do trato digestivo, as microparticulas
sollveis em agua obtidas em geral desintegram-se e perdem o seu efeito
de estabilizagcdo. Assim, sistemas alternativos de encapsulacdo de
materiais insollveis em agua parecem promissores para que se
mantenha sua estrutura e funcéo de estabilizacdo do material do ndcleo,
depois da imersdo em agua. Poucos estudos tém sido realizados com o
foco no encapsulamento das antocianinas em matrizes insollveis em
adgua. Este fato pode ser explicado porque as antocianinas sdo
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principalmente estaveis em condi¢cdes muito acidas (pH abaixo de 3).
Por esta razdo, a quantidade de materiais de matriz utilizaveis, e assim
métodos de encapsulacdo, sdo limitados (BELTZ et al., 2011).

Proteinas do soro do leite tém sido utilizadas em diversos
processos de microencapsulacdo devido as suas propriedades de
gelificacdo, emulsificacdo e inibicdo de espumas. As proteinas podem
ser utilizadas como uma alternativa razodvel porque, mesmo em
solucdes altamente concentradas (>10 %), estas podem ser utilizadas
devido a sua baixa viscosidade. Por conseguinte, apds a gelificacdo do
hidrocoloide em altas concentragdes, esta se transforma em um gel
denso, o que pode favorecer a retencdo do material do nucleo. A maior
fracdo das proteinas do soro de leite, B - lactoglobulina, é conhecida por
ser capaz de formar géis térmicos insollveis em agua em condigdes
fortemente 4cidas para a estabilizacdo de antocianina (pH > 1.5) (LIU,
1994).

Beltz e Kulozik (2011) estudaram a microencapsulacdo de
antocianinas do extrato de mirtilo rico em antocianinas utilizando
hidrogéis de proteinas do soro do leite. A influéncia da velocidade de
agitacdo e adicdo de emulsificante, nas propriedades morfoldgicas das
microcapsulas, a pH 1,5 e pH 3, foram avaliadas. Dois emulsificantes
foram testados: a fosfatildicolina (PCDL) e o Span 80. O emulsificante
Span 80 quando utilizado durante o processo de microencapsulacgao,
causa agregacao das goticulas.

Lee e Rosenberg (2000) obtiveram microcapsulas a base de
proteina de soro de leite. As microcapsulas foram preparadas através de
um processo que consiste em dupla emulsificacdo e posterior gelificagdo
térmica. As microcapsulas esféricas obtidas tinham um didmetro de 10 -
100 um. A morfologia das microcapsulas foi influenciada pelo pH da
emulsdo. A eficiéncia da encapsulagdo foi superior a 90 % e as perdas
do material do ndcleo foram atribuidas a difusdo do material do nicleo
para a superficie externa e também aos solventes utilizados para lavar as
microcapsulas.

6.1.1 - Objetivos

Objetivo Geral

O objetivo deste estudo €é produzir e caracterizar
microparticulas formadas por proteinas isoladas do soro do leite (WPI)
utilizando método da emulsificagdo/gelificacdo térmica com dleo de
girassol.
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Objetivos Especificos

e Preparar diferentes sistemas variando as concentracfes relativas
dos componentes para obtencao de microparticulas;

e Estudar a estabilidade das emulsGes A/O estabilizadas por
proteinas isoladas do soro do leite por medidas de distribuicdo
de tamanho de particulas;

e Analisar a presenca da substancia encapsulada nas
microparticulas por meio da técnica de espectroscopia de
infravermelho (FTIR).

6.2 - Proteinas: uma abordagem de sua estrutura e funcéo

As proteinas do soro sdo constituidas por duas fracdes
principais, B-lactoglobulina (B-1g) que representa 54 % da massa de
proteinas do soro de leite ¢ a- lactalbumina (a- la) contribuindo com 21
% da massa (KINSELLA, 1984). A B-lg é uma proteina globular que
consiste em 162 residuos de aminodcidos com uma massa molar de
cerca de 18.400 g mol™. Esta proteina contém duas pontes dissulfeto e
um grupo tiol livre que é o principal responsavel por sua agregacdo
térmica irreversivel e as propriedades gelificantes (SHIMADA e
CHEFTEL, 1989). A o-lactaloumina é também globular, mas apresenta
principalmente uma estrutura secundaria helicoidal. E composta por 123
aminoacidos que conduzem a uma massa molar de 14.200 g mol ™ e tem
um ponto isoelétrico entre 4,2 e 4,5.

As duas principais proteinas, B-lactoglobulina e a—lactalbumina,
respondem por 80 % das proteinas totais e sdo responsaveis pelas
propriedades funcionais dos isolados de proteina do soro de leite de
comerciais (WPI).

As proteinas sdo de grande interesse, devido a sua natureza
anfifilica, o que lhes permite reduzir a tensdo superficial na interface
6leo-agua. A incorporagdo de proteinas na interface dleo-agua, permitiu
aos cientistas utiliza-la para formar emulsdes (O/A ou A/O), o qual pode
ser usado em formulacBes de alimentos, de drogas e a entrega de
nutrientes. O estudo sistematico das proteinas na interface e os fatores
que afetam a sua estabilidade (por exemplo: conformacdo, pH,
condicbes do solvente e tratamento térmico) permitiu um uso mais
amplo destas emulsdes adaptados para varias aplicagdes (LAM e
NICKERSON, 2013).
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As dispersfes de proteina sdo usadas para estabilizar emulsdes
0leo em agua ou para formar géis apds serem submetidas a aquecimento.
Em temperaturas superiores a 65 °C, a estrutura globular das principais
proteinas do soro do leite se desdobram e exp&e 0s grupos hidrofébicos
e sulfidricos. Ao mesmo tempo, a agregacdo da proteina, promovida
pelas interacbes atrativas e pontes de dissulfeto, cria uma rede
tridimensional (TWOMEY, KEOGH, MEHRA, e KENNEDY, 1997).
A aparéncia, textura e microestrutura dos géis de proteina do soro de
leite expostas ao calor dependem da concentracdo da proteina, sais e pH
durante o tratamento térmico (BOUTIN, 2007).

Na preparagdo de emulsdes, a energia mecénica é utilizada para
dividir os glébulos de gordura em pequenas goticulas. A adsorcdo de
moléculas anfifilicas na interface 6leo - em - 4gua cria uma membrana
gue reduz a energia interfacial e previne as gotas da coalescéncia. Sob
condigdes ideais, proteinas do soro de leite produzem emulsdes
finamente dispersas com tamanho médio de gota menores que 250 nm
(KARLESKIND et al., 1996a).

6.2.1.1 Propriedades das proteinas do leite

As proteinas do leite sdo amplamente disponiveis, naturais e
geralmente reconhecidas como seguras. Matéria-prima de alto valor
nutricional e com boas propriedades sensoriais, € possuem muitas
propriedades estruturais e funcionalidades que as tornam altamente
adequadas como veiculos, ou como componentes de veiculos para
entrega de varios bioativos. A seguir sdo apresentadas algumas das
propriedades das proteinas do leite.

A Figura 6.1 apresenta as varias funcionalidades das proteinas
do leite para tarefas de entrega de compostos bioativos.

a) Ligacao com bioativos

As proteinas do leite podem fazer ligagdes com uma variedade
de moléculas e ions em diferentes graus de afinidade e especificidade
(Figura 6.1-a e 6.1-b). Liang et al. (2008) investigaram as interacoes
entre a B-lg e compostos polifendlicos (resveratrol) a partir de uvas. A
interagdo do resveratrol e a B—lg foi investigada através de fluorescéncia
e absorcdo no UV-visivel. De acordo com os autores a auto-associa¢éo
da B-Ig e do resveratrol, possivelmente ocorre em altas concentragdes.

b) Atividade de superficie

A estrutura anfifilica da maior parte das proteinas do leite
confere excelente propriedade de superficie (Figura 6.1c). A sua
capacidade de absorver na interface agua-6leo e estabilizar emulsdes ¢é
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influenciada pela sua estrutura, flexibilidade, estado de agregacéo, pH e
forca ibnica (especialmente ions de célcio) e temperatura. Em emulsées
O / A, por exemplo, o caseinato (DAY et al., 2007; NIELSEN et al,
2009; LIVNEY et al., 2010), e - B g (HONG et al., 2007; SANDRA et
al., 2008) foi utilizado como estabilizador de superficie e agente
encapsulante. Em emulsdes multiplas A/O/A, o caseinato e as proteinas
isoladas do leite (BONNET et al., 2009; BENICHOU et al.,2007,
LIVNEY et al., 2010) foram usados como agentes emulsificantes
externos /revestidores. Em emulsdes O/A/O, proteinas isoladas do soro
do leite tém sido utilizadas principalmente como emulsificante, para
ambas as interfaces da fase aquosa.

Figura 6.1 — llustrac8o das varias funcionalidades das proteinas do leite Uteis
para tarefas de entrega de compostos bioativos.
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Fonte: LIVNEY, (2010).

c¢) Coassociagdo e reassociacao
A auto-associagdo molecular (Figura 6.1-d) e a reassocia¢do
(Figura 6.1-e) estdo entre os fundamentos da nanotecnologia. Algumas
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das principais proteinas do leite sdo auto-associadores naturais. As
caseinas sdo naturalmente organizadas em micelas que sdo aglomerados
esféricos de 50-500 nm realizada em conjunto principalmente por
interacdes hidrofdbicas. Recentemente pesquisadores aproveitaram este
processo de coassociacdo para nanoencapsulacdo de nutracéuticos
hidrofdbicos (SEMO et al., 2007, LIVNEY et al., 2010).

d) Gelificagédo

As proteinas do leite tém excelentes propriedades de gelificacao
(Figura 6.1-f). Ambos processos de gelificacdo a frio e induzidas pelo
calor sdo vantajosos para bioativos labeis. Gelificagcdo induzida pelo
calor envolvendo proteinas do leite resultam no desdobramento e
consequentes interagdes hidrofébicas. A gelificacdo é aumentada por
ligacGes dissulfeto e sulfidrico, B -Ig ou BSA (albumina do soro bovino),
tém grupos S-H livres.

Bioativos sensiveis ao calor podem ser adicionados antes da
gelificacdo, o que é feito pela a adicdo de sais de célcio, de preferéncia,
ou por diminuicdo do pH até o ponto isoelétrico da proteina, ou ambos.
Este processo tem se mostrado, por exemplo, aplicavel para encapsular
riboflavina. Nesse estudo, microgotas de gel foram formadas por uma
emulsificacdo /gelificacdo interna a frio, as proteinas do soro do leite
foram pré aquecidas, com e sem a adicdo de alginato na solucéo
contendo riboflavina e CaCO; para formar uma emulsdo do tipo agua
em o6leo. A gelificacdo foi induzida pela adicdo de &cido acético glacial
ao Oleo para dissolver o célcio e baixar o pH da fase aquosa. Os
granulos formados de 100-900 nm foram separados da fase oleosa,
lavados e secos. A adi¢do do emulsificante span 80 reduziu o tamanho
das gotas de 6leo para 30 nm - 50 nm (CHEN, 2006 e 2007).

e) Propriedades de protecdo e aprisionamento do composto
bioativo

Por adsorcdo na interface 6leo-agua, ou através de ligacdo,
aprisionamento ou revestimento de um bioativo, as proteinas formam
uma barreira, que é essencial para proteger os bioativos encapsulados.
As proteinas podem formar uma barreira contra a oxidacdo ou a
deterioragdo dos compostos (NIELSON e JACOBESEN, 2009), em cujo
caso, as propriedades antioxidantes e quelantes de algumas proteinas do
soro do leite podem ser altamente benéficas. Tem-se mostrado que a B-
Ig atua como um antioxidante suave, principalmente devido ao seu
grupo tiol livre. Aquecimentos prolongados diminuem o nimero de tidis
livres, e consequentemente, a capacidade antioxidante da B-Ig (LIU et
al., 2007).

f) Biodisponibilidade do composto encapsulado
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Um aspecto importante da encapsulacdo é o controle do
conteudo, acessibilidade e consequente biodisponibilidade. A estrutura
ou matriz formada pelas proteinas do leite, com ou sem componentes
adicionais, podem formar uma barreira contra a difuséo e aprisionam 0s
compostos bioativos. A barreira contra a difusdo pode ser criada através
do aprisionamento do composto a ser encapsulado em uma matriz de gel
com ligacdes cruzadas ou pela formagdo de um filme de proteina em
torno do ndcleo (BONNET et al., 2009), ou através do aumento da
viscosidade da fase aquosa (BENICHOU et al, 2007). A ambos podem
ser reforgadas através da mistura ou formagéo de complexos com outros
biopolimeros (SAHU et al., 2008; BENICHOU et al, 2007; LIVNEY,
2010).

6.2.2 - Método da Emulsdo - Templates para formacéo de particulas
de biopolimero

Este método baseia-se na utilizagdo de emulsdes A/ O como
modelos para a producdo de particulas de biopolimero com dimensdes
especificas (Fig. 6.2).

Figura 6.2 - Método da Emulsdo - Templates para formacéo de particulas de
biopolimero (emulsdo A/O).

Emulsio A'Q Emulsdo A'O Emulsio A/A

S ) = - e

=
Separacdo e
lavagem
Particulas de
biopolimero

Fonte: Matalanis et al., 2011.

Uma solucdo aquosa do biopolimero é homogeneizada com
uma fase oleosa contendo um emulsificante solGvel em éleo para formar
uma emulséo de &gua - em - 6leo (A / O). O tamanho das gotas de &gua
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pode ser controlado pela variagdo tanto pelas condi¢Ges de
homogeneizacdo (pressdo e numero de passagens) como pela
composicdo da solugdo (propor¢do de Gleo-4gua, proporcdo
emulsificante-dgua). A fase aquosa interna é em seguida gelificada
usando um mecanismo adequado para o biopolimero utilizado, por
exemplo, mudanga de temperatura, a adigdo de um agente de ligagédo
cruzada, ou mudanca da forca idnica/pH. Finalmente, as particulas de
biopolimero podem ser obtidas por centrifugacdo/ filtracdo da emulsdo
A/ O, recuperagdo das particulas e, em seguida, lavagem com um
solvente organico para remover qualquer 6leo residual. As particulas de
biopolimero resultantes podem entdo ser redispersas em uma solugdo
aquosa ou secas (MATALANIS et al., 2011).

Este método tem sido utilizado com éxito para formar
microesferas de proteina do soro do leite/ alginato para o
encapsulamento de riboflavina (CHEN e SUBIRADE, 2006). Também
tem sido utilizado para encapsular bactérias probiéticas no interior de
particulas de proteina de leite. Neste estudo, uma solucdo de bactérias
probidticas e proteina de leite foram incubadas a uma temperatura de 5
°C e, em seguida, a mistura foi adicionado 6leo vegetal para formar uma
emulsdo A/O. A temperatura do 6leo foi posteriormente aumentada para
18 e 20 °C, uma temperatura na qual as micelas de caseina tratadas com
o coalho formar&o um gel, de modo a formar microcépsulas esféricas.

Uma abordagem semelhante pode ser usada para formar
particulas de biopolimero preenchidas, ou seja, particulas de
biopolimero contendo por exemplo goticulas lipidicas (Fig. 6.3). Neste
caso, uma emulsdo O / A é formada, e em seguida esta emulsdo &
homogeneizada com uma fase oleosa contendo um emulsificante soltvel
na fase oleosa para formar uma emulséao de éleo - em - 4gua - em — 6leo
(O /A 0). A fase aquosa pode entdo ser gelificada, e as particulas de
biopolimeros preenchidas podem entdo ser removidas por centrifugacédo
e lavagem como descrito anteriormente (MATALANIS et al., 2011).
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Figura 6.3 - Método da emulsdo - Templates para a formagéo de particulas de
biopolimero preenchidas. Uma emulsdo O/A/O é formada pela homogeneizacéo
de uma emulsdo O/A com uma fase aquosa (dgua+emulsificante soldvel na fase
oleosa). A fase aquosa interna é em seguida gelificada alterando-se as condicdes
ambientais (tal como temperatura) ou a adicdo de um agente de gelificagéo.

Emulsio A/O/A Emulsio A/O/A Emulsio O/A/A

L~ e L s o

@0 ..
Separagido
e

lavagem

Particulas
de
biopolimeros

Fonte: Matalanis et al., 2011.

6.2.2.1 EmulsGes estabilizadas por proteinas

Diferente dos emulsificantes de baixa massa molecular que se
difundem rapidamente para a interface apresentando excelentes
capacidade de formar emulsbes, as proteinas tendem a ser mais
volumosas e se difundem em um ritmo muito mais lento (Figura 6.4)
(McCLEMENTS, 2005).
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Figura 6.4 — Representagdo das proteinas globulares migrando na interface
dgua/6leo (Figura A) seguida por reorientagdo (Figura B) e formagdo de filmes
viscoelasticos (Figura C).

Uma vez na interface, uma deshaturacdo parcial (ou
desdobramento) é muitas vezes necessaria, a fim de expor os
aminoacidos hidrofébicos para a superficie (Fig. 6.4 B). As proteinas
entdo se realinham e posicionam os aminoacidos hidréfobos das suas
superficies dentro dos acidos aminados da fase oleosa e 0s grupos
hidrofilicos dentro da fase aquosa (WALSTRA, 2003). No entanto, uma
vez na interface, filmes viscoelasticos fortes podem ser desenvolvidos
(Figura 6.4 C), que resistem as tensfes mecéanicas (dependendo das
condi¢des do solvente).
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6.2.3 - Processos fisico-quimicos envolvidos no preparo de emulsdes

Para formar uma emulsdo fina, goticulas maiores devem ser
quebradas pela aplicagdo vigorosa de energia mecanica
(DICKINSON,1994 e 2009; WALSTRA, 1993; WALSTRA e
SMULDERS,1997). Em processamento de alimentos isto pode ser
conseguido tradicionalmente utilizando um misturador de alta
velocidade ou um homogeneizador de valvula de alta pressdo.
Termodinamicamente falando, o processo é extremamente ineficiente.

Para uma taxa fixa de dissipacdo de energia durante a
emulsificacdo, a distribuicdo de tamanho das gotas é determinada pelo
tempo necessario para que a interface seja coberta com emulsificante,
em comparagdo com o intervalo de tempo médio entre colisdes de gotas.
Quando o agente emulsificante adsorve muito lentamente, ou esta
presente em uma concentracdo demasiadamente baixa, a maior parte das
goticulas individuais formadas durante a intensa dissipacdo de energia
no processo de emulsificacdo ndo sdo retidas no final da emulsdo. Isto
pode ser devido a quebra da pelicula fina nas gotas devido a colisdo
(coalescéncia) ou compartilhamento da camada adsorvida entre duas
gotas (floculagdo). O dultimo fendbmeno prevalece em emulsdes
concentradas (por exemplo, creme), que tem uma propor¢do
relativamente baixa de emulsificante/6leo, e em sistemas menos
concentrados contendo emulsificantes poliméricos mistos de atividade
superficial diferente (DICKINSON e GALAZKA, 1991a, DICKINSON,
2009). Para sistemas em que a proporcdo de emulsificante/6leo é alta e
sdo homogeneizados em equipamentos eficientes, as goticulas
produzidas ndo floculam e sdo polidispersas. O tamanho médio da gota
ndo é dependente da concentracdo de emulsificante, mas é controlado
principalmente por processos hidrodindmicos de ruptura das gotas
(JAFARI et al., 2008).

Um emulsificante eficaz é aquele que: (i) reduz rapidamente a
tensdo interfacial na interface 6leo-agua recém- formada, (ii) liga-se
fortemente a interface e (iii) protege as goticulas recém-formadas contra
a floculacdo ou coalescéncia. Ao escolher uma proteina como o agente
emulsificante em qualquer aplicacdo em alimentos, deve-se considerar
as condicbes da natureza do meio ambiente em que o sistema sera
submetido. Estas condigGes incluem fatores tais como temperatura, pH,
forga ibnica (ions de célcio). Quando as condigdes sdo favoraveis, as
proteinas tendem a ser mais eficientes que os polissacarideos. Estes
fatores fazem com que, em compara¢do com um hidrocoloide, uma
concentracdo muito menor de proteina (caseinato de soédio, P-
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lactoglobulina, etc.) pode ser utilizada para estabilizar uma emulséo éleo
em agua (O/A) (DICKINSON et al., 2009). O problema de desempenho
em emulsdes estabilizadas com proteina, no entanto, relaciona-se com a
maior contribuicdo de interagdes eletrostaticas na camada adsorvida.
Combinado com a baixa cobertura de superficie, 0 que torna as
emulsdes suscetiveis a desestabilizagdo sob condigdes ambientais
desfavoraveis. Por exemplo, emulsdes a base de proteinas do soro do
leite, sdo bastante sensiveis ao calor (DICKINSON e PARCKINSON,
2004).

6.3 - MATERIAIS E METODOS

A seguir é apresentado o método de analise das microparticulas
de ACYS (antocianinas) formadas por emulsificagdo gelificagdo térmica
conforme a Figura 6.5.
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Figura 6.5 — Diagrama da metodologia de anélise das microparticulas formadas
pelo método da emulsificagdo/gelificagdo térmica utilizando proteinas do soro

do leite.
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6.3.1 - Obtencdo de microparticulas de ACYS pelo método da
emulsificacio/gelificacdo térmica utilizando proteinas do soro do
leite

6.3.1.1 - Matéria - Prima

O concentrado proteico do soro do leite foi obtido a partir de
uma fonte comercial (JSE Alimentos Ltda.). Este pé contém 75 % de
proteina, 6,25 % de gorduras totais e 6,25 % de carboidratos. O
emulsificante lipofilico Span 80 foi adquirido da Sigma Aldrich. O 6leo
de girassol foi adquirido em um supermercado local e usado sem
processamento adicional. A massa especifica do O6leo de girassol
utilizado foi de 915,8 kg/m® e 0 pH 5,73.

6.3.1.2 - Solugéo de proteinas

Diferentes concentracdes de proteinas isoladas do soro do leite
(WPI) foram preparadas dissolvendo-se o pé das proteinas isoladas do
soro do leite em &gua deionizada. As solugdes foram agitadas (300 rpm
agitacdo suave) a temperatura ambiente (22+2 °C) durante 12 h para
permitir a hidratacdo completa. O pH das solucbes de WPI foi ajustado
para 1,5 com HCI 3M.

Para avaliar o efeito da concentracdo da solucdo de proteina na
estabilidade das emulsdes A/O foram preparadas diferentes solucdes de
proteina conforme descrito no item 6.3.1.2. A Tabela 6.1 apresenta as
diferentes concentracdes da solugéo de proteina testadas.

Tabela 6.1 - Diferentes concentragdes da solucdo de proteina
Formulacdo Concentracdo da solugéo de
proteina (massa de proteina g
/volume de dgua mL)
2
5
10
15
30

aglklw|N-
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O extrato de ACYS (antocianinas) concentrado (0,063 g) foi
adicionado as soluc@es de proteina, o pH desta solucéo foi ajustado para
1,5. A solucdo de proteina mais o concentrado de ACYS foi
emulsionada na fase oleosa (6leo de girassol) durante 10 min. A
composicdo final destas emulsées foi de 15 % em massa da solucdo de
proteina mais o concentrado de ACY'S emulsionada em 6leo de girassol
85 % em massa.

6.3.1.3 - Geracdo das microcapsulas utilizando proteinas isoladas do
soro do leite

Foi preparado uma solucdo de proteina (30 % m/v) conforme
descrito no item 6.3.1.2. Ao concentrado proteico foi adicionado o
extrato concentrado de antocianinas.  Acido cloridrico (3M) foi
adicionado na solugéo para obter um pH de 1,5.

A solucdo de proteinas-antocianinas foi centrifugada a 5750
rpm por 5 min para remover possiveis fracdes insollveis. O
sobrenadante obtido foi utilizado para a producdo das microcapsulas
pelo método da emulsificacdo/gelificacdo térmica.

Na Figura 6.6 é apresentada uma representacéo esquematica do
método da emulsificacdo/gelificacdo térmica para a producdo de
microcapsulas de proteinas do soro do leite.
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Figura 6.6 - Representacdo esquematica das microcdpsulas obtidas pelo método
da emulsificagdo/gelificacdo térmica (adaptado BELTZ et al., 2011).
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A producdo das microcapsulas pelo método da
emulsificacdo/gelificacdo térmica foi baseada no método proposto por
Beltz et al. (2011). Aproximadamente 15 % (m:m) sobrenadante ACY'S-
proteinas (25 °C) foi adicionada em 85 % de 6leo de girassol em
diferentes velocidades de agitacdo, seguido de imediato aquecimento da
emulsdo a partir de 50 °C até 80 °C por 6 min A temperatura foi mantida
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a 80°C durante 10 min para facilitar a gelificagdo, em seguida, a
suspensao foi arrefecida até 20 °C. A suspensdo de microcapsulas obtida
foi centrifugada a 2574 rpm durante 30 min e o sobrenadante (6leo) foi
descartado.

Todos os experimentos foram realizados utilizando-se agitador
mecéanico, vaso de agitacdo de fundo arredondado encamisado com
dimens6es internas de 8 cm de didmetro por 15 cm de altura e banho
termostatico com circulacéo de fluido modelo TE-2005, Tecnal.

Figura 6.7 - Imagem do agitador mecénico utilizado para produzir as emulsdes
A/O

As microcdpsulas sedimentadas foram lavadas duas vezes,
suspendendo-as em acido cloridrico diluido (0,2 M KCI, pH 1,5).

6.3.3 - Microscopia Optica das microcapsulas de proteinas do soro
do leite

As microparticulas de proteinas foram analisadas por meio de
um microscépio 6ptico (Marca Quimis Q720AD) equipado com uma
camera de video Motic Image Plus 2.0. Para obter as imagens
microscopicas, as amostras foram diluidas em sua fase continua. Uma
gota da amostra diluida foi transferida para o microscopio.

Através de uma grande quantidade de imagens ou de um video
continuo, é possivel obter informaces tais como o estado da amostra,
geometria e dispersdo das particulas, além das possiveis interacfes entre
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as gotas e a cinética de importantes processos que ocorrem em uma
emulsdo, como a floculacdo e a coalescéncia, pois 0 conhecimento
destes fatores é de fundamental importancia para o entendimento do
comportamento e da estabilidade das emulsdes. Sabe-se também que o
tamanho de gota médio e a concentracdo sdo propriedades importantes,
pois definem as caracteristicas de cada emulsdo (SJOBLOM et al.,
2003).

6.3.4 - Determinacao da distribuicdo de tamanho de particula

A determinacdo do tamanho das particulas foi realizada no
equipamento (Mastersizer 2000 - Hydro 2000MU, da Malvern
Instruments Ltda.), disponibilizado pelo Laboratério de Verificacdo e
Validagdo (LVV) da Universidade Regional de Blumenau - FURB.

Os diametros das particulas formados pelo sistema proteina —
ACYS foram determinados na faixa de medicdo de 0,1 a 2000 um. A
distribuicdo de tamanho de particula para as emulsfes A/O testadas com
diferentes velocidades de agitacdo foi determinada utilizando a técnica
de espalhamento da luz. As amostras das emulsdes A/O foram diluidas
em agua deionizada (800 mL) até atingir no maximo 5 % de turbidez (+
2 a 3 gotas), homogeneizadas até a completa dispersdo e, submetidas a
andlise para a determinacéo da distribuicdo do tamanho das particulas.

O tamanho de particula foi determinado através do diametro
médio de volume-superficie ou diametro de Sauter e pelo didametro
médio de volume ou didmetro equivalente de Broucker. O diametro
médio de Sauter D3, proporciona uma medida do diametro médio, onde
estdo a maioria das particulas. O diametro Dg; estd relacionada com
alteracdes no tamanho de particula que envolvem processos de
desestabilizacdo (por exemplo, floculacdo). Os parametros referidos séo
a média de trés medicoes.

6.3.5 - Efeito da fragdo oleosa na estabilidade das emulsdes A/O

Para avaliar o efeito da fracdo volumétrica da fase oleosa, cinco
formulagdes foram preparadas. A concentracdo da solucdo de proteina
foi mantida em 30 % (m:v). A composicdo final da emulsdo A/O é
apresentada na Tabela 6.2.
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Tabela 6.2 - Efeito da fracdo volumétrica da fase oleosa na estabilidade das
emulsdes A/O.

Formulacdo Solucéo de Oleo de Composicao
concentrado Girassol (9) final da
proteico (g) emulsdo A/O
B1 90 210 30:70
B2 60 240 20:80
B3 150 150 50:50
B4 210 90 70:30
B5 240 60 80:20

6.3.6 - Influéncia da concentracdo de emulsificante lipofilico na
preparacéo de microcapsulas de proteinas do soro do leite

Para avaliar a estabilidade das microcapsulas, o tensoativo
lipofilico mono-oleato de sorbitan (nome comercial span 80) foi
adicionado a fase oleosa na concentracdo de 2,5 % (m/m). O
emulsificante foi adicionado a fase oleosa em temperatura de 50 °C com
agitacdo para que ocorresse a completa dispersao.

6.3.7 - Analise do complexo formado proteinas do soro do leite -
ACYS por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR)

Foram realizados estudos relativos a interacdo eletrostatica
entre as proteinas do soro do leite e as ACYS utilizando a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
no equipamento da marca SHIMADZU (IRPrestige-21) do Laboratorio
de Analises Téxteis do Departamento de Quimica da Universidade
Regional de Blumenau - FURB, empregando-se 0 método de pastilhas
de KBr.

As andlises foram realizadas nas amostras das microparticulas
obtidas por emulsificacdo/gelificacdo térmica apds serem secas a
temperatura ambiente e do concentrado proteico as quais serdo
comparadas com a espectroscopia do corante de antocianinas liofilizado
na regiao de 400-4000 cm™.
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6.3.8 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) das particulas
formadas por antocianinas e proteinas do soro do leite

A microestrutura das particulas liofilizadas foi avaliada por
microscopia eletrbnica de varredura. As particulas foram aderidas
adequadamente nos “stubs” com fita carbono de dupla face. Apds
condicionamento em alto vacuo, as amostras foram fixadas com ouro
(camada de 30 nm de espessura) e submetidas a analise no Microscopio
Eletrébnico de Varredura (Modelo JEOL/JSM -6390LV, Jeol). As
analises foram realizadas no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica — LCME da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC.

6.3.9 - Eficiéncia de Encapsulamento (EE %)

A eficiéncia de encapsulamento consiste na quantificacdo de
antocianinas presentes nas particulas.

Para o céalculo da eficiéncia da encapsulacdo as particulas
obtidas de proteinas do soro do leite + ACYS foram lavadas com HCI
0,2 M e KCI 0,2 M. Apos a etapa de lavagem a solucdo resultante foi
acondicionada em tubos de centrifuga (volume de 45 mL) e
centrifugadas (centrifuga modelo Hermle Z 300K; marca Labortechnick
GmbH) a 3000 rpm durante 15 min. Amostras da fase aquosa foram
retiradas cuidadosamente com uma seringa e sua absorbancia foi lida no
comprimento de onda de 520 nm, utilizando um espectrofotdmetro. A
absorbancia foi lida em triplicata e a concentracdo de antocianinas foi
determinada a partir da curva padrdo de calibracdo apresentada na
Figura 6.8.
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Figura 6.8 Espectro de absorbancia da borra do vinho tinto em tampéo de pH=2
(a); curva de calibracéo do extrato da borra do vinho tinto, absorbancia medida
no comprimento de onda de 520 nm.
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A eficiéncia de encapsulamento (EE %) foi determinada como
sendo a diferenca entre o teor de antocianinas inicial e do teor de
antocianinas presente na fase aquosa ap0s a centrifugacdo. A equacdo 8
foi utilizada para calcular a eficiéncia da encapsulacéo.
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Teor de ACYS;piciai — Teor de ACYSjiyre
e = ( )
Teor de ACYS;picial
100 )
Onde:
Teor de ACYSipre

= quantidade de antocianinas presente na fase aquosa (%)
Teor de ACYSiniCial
= quantidade de antocianinas inicial utilizada na emulsao (%)

6.4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

6.4.1 - Efeito da concentracdo de proteina na estabilidade das
emulsdes agua/dleo (A/O)

Para avaliar o efeito da concentracdo de proteinas nas emulstes
AJO diferentes solucdes de proteinas isoladas do soro do leite foram
preparadas de acordo com o item 6.3.1.2. As concentra¢fes das
solucBes de proteinas do soro do leite foram: 2 %, 5 %, 10 %, 15 % e 30
% m/v. A aparéncia 6ptica das emulsGes € apresentada na Figura 6.9.

Figura 6.9 Aparéncia Optica das emulsdes A/O variando-se a concentracdo de
proteina pelo método da emulsificacdo/gelificacdo térmica.
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De acordo com a Figura 6.9, a emulsdo com 30 % de proteina
foi a que apresentou uma maior separacdo de fases. Pelo método
proposto por Beltz et al., (2011) a emulsdo A/O obtida foi submetida a
centrifugacdo a 2574 rpm durante 30 min, para que ocorresse a
separacdo da fase oleosa e, as microcapsulas sedimentadas (parte
inferior) fossem entéo recuperadas.

Segundo Schmidt (1981) e Damodaran (1989), a macroestrutura
dos géis de proteinas sdo dependentes da concentracdo de proteina e, a
qualquer temperatura, existe uma concentracdo critica em que a
gelificacdo pode ser observada.

Nos modelos propostos por Siebert et al. (1996) e Poncet-
Legrand et al. (2006), o processo de precipitacdo das proteinas em
presenca de polifenois (antocianinas) ocorre em trés etapas. Na
primeira, os polifenois se associam de maneira reversivel com as
proteinas para formar agregados sollveis. Em uma segunda etapa, cada
proteina recoberta de polifenois comeca a unir-se a outros complexos
sollveis em que as interacBes intermoleculares fracas também sdo
realizadas pelos polifenois. Isto induz a insolubilidade dos complexos.
Finalmente, a agregacdo espontdnea leva a separacdo de fases. A
Figura 6.10 apresenta um esquema da formacdo de complexos
insolUveis com base na relagdo molar proteina/polifenol.

Figura 6.10 Representagdo esquematica da formagéo de complexos insollveis
com base na relacdo molar proteina/polifenol. Fonte: SIEBERT et al. (1996) e
PONCET-LEGRAND et al. (2006).
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De acordo com Siebert et al. (1996), as proteinas podem ter um
numero de locais de ligacdo para os polifenois, e que, quando a
concentracdo de polifenois atinge um nivel desejado, as proteinas séo
unidas em conjunto com os polifenois e formam grandes agregados que
sd0 propensos a sedimentacdo.

Naczk, Oickle, Pink e Shahidi (1996) encontraram que o pH
Optimo para a precipitacdo das proteinas foi de 0,3-3,1 unidades de pH
abaixo dos pontos isoelétricos de proteinas. Como as proteinas isoladas
do soro do leite tem em sua composi¢do a B-lactoglobulina (B-1g) e esta,
esta presente em maior quantidade (54 %) em massa, (ponto isoelétrico
em torno de 5,2) o pH &cido utilizado para encapsular as antocianinas
contribuiu para que ocorresse a precipitacdo do complexo formado por
proteinas-polifenois. Além disto a B — lactoglobulina (B - Ig) contém
duas pontes dissulfeto e um grupo tiol livre que é o principal
responsavel por sua agregacdo térmica irreversivel e as propriedades
gelificantes.

A Figura 6.11 apresenta uma representacdo esquematica da
desnaturacdo e agregacdo da B-lactoglobulina no soro do leite sob a
influéncia da temperatura e agitacéo.

Figura 6.11 - Representagdo esquematica da desnaturacdo e agregagdo da p —
lactoglobulina no soro do leite.
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Fonte: Von Staszewski, 2011.

Portanto, neste estudo a concentracdo ideal da solucdo de
proteinas isoladas do soro do leite selecionada para a preparacdo das
emulsbes A/O foi de 30 % (Mm/v).

A formacdo do complexo de proteina - polifenol (Figura 6.10)
pode levar a particulas sollveis ou insolGveis, este Ultimo tendo por
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resultado a formacdo de sedimento (VON STASZEWSKI, 2011). A
maioria dos modelos propostos por varios autores para explicar a
formagdo de complexos proteina—polifenois propfe que estes sao
formados por interagdes fracas (principalmente hidrofébica) entre as
cadeias laterais dos aminoacidos e dos aneis aromaticos dos polifenois,
gue indicam que a associacdo proteinas-polifenois é apenas um
fendmeno de superficie.

A capacidade de formacédo de complexos de polifenol-proteina é
influenciada pela natureza da proteina, a hidrofobicidade do polifenol
(que aumenta com o nimero de anéis aromaticos) e a temperatura
(PRIGENT et al., 2003).

6.4.2 - A formacao de particulas de proteinas-ACYS

Particulas de proteina-ACYS foram preparadas utilizando o
método da emulsificacdo/gelificacdo térmica. Um esquema do processo
de preparacdo é apresentado na Figura 6.12.

Figura 6.12 Representacdo esquematica do processo para a preparacdo de
particulas de proteina. Fase aquosa: proteina isolada do soro do leite (WPI, 30
% m/v), fase oleosa: Oleo de girassol, aquecimento: 10 min a 80 °C,
centrifugacdo: 30 min em 2574 rpm.
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Fonte: SAGLAM, 2012.

Uma inversdo da emulsdo A/O em O/A, durante esta etapa é
indesejavel. Esta sensibilidade depende de variaveis, tais como a fragao
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de volume das fases e as concentragdes dos emulsificantes. A fragédo de
volume da solucdo de proteinas do soro do leite + corante de ACY'S foi
de aproximadamente 15 % (m/m) dispersas em 85 % (m/m) de 6leo de
girassol. Nesta etapa da emulsificacdo obteve-se emulsGes estaveis A/O.
A distribuicdo das particulas apresentou formacao de agregados
(aparéncia de couve-flor) entre as proteinas do soro do leite e o corante
de antocianinas, como pode ser visto pelas micrografias (Figura 6.13).
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Figura 6.13 - Micrografias do complexo formado proteina do soro do leite (30
% m/v) — ACY'S (antocianinas) sem a adicdo de span 80. Aumento de 40X.
B | ) Wy ~ v -3
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Pode-se perceber pelas micrografias que ha formacdo de
agregados de proteinas do soro do leite — ACYS, isto pode ser explicado
devido ao pH utilizado para a encapsulacéo do corante de ACY'S foi de
1,5 e, este meio &cido pode ter contribuido na agregacédo das particulas,
levando estas a sedimentacao.

Outros estudos em que a gelificacdo de proteinas de soro de
leite é usada para formacdo de microcapsulas também relataram os
efeitos do pH sobre a microestrutura das particulas.

Segundo Je Lee e Rosenberg (2000), Doherty et al. (2011) e
Saglam (2012) que estudaram a formagdo de microcapsulas de
proteinas do soro do leite também relataram a formac&o de microesferas
de proteinas do soro de leite com com aparéncia de couve-flor, as quais,
exibiram grandes poros em pH &cidos.

As particulas de proteinas sdo formadas quando a emulséo
primaria é aquecida em um banho de dgua em temperatura controlada a
80 °C durante 10 min. Estas condicdes revelaram-se suficientes para
induzir a gelificacdo das proteinas do soro do leite + ACY'S dentro das
particulas. Para obter um aquecimento mais homogéneo e minimizar a
agregacdo das particulas, ligeira agitacdo da emulsdo durante o
aquecimento pode ser Util.

Para isolar as particulas de proteina, a emulsdo A/O foi
centrifugada ( 30 min a 2750 rpm), apds 0 aquecimento. Isto resultou
na formacdo de particulas densas e coloridas (corante de ACYS), que
consistem em particulas de proteina gelificadas . O sobrenadante obtido
apos o primeiro passo de centrifugacdo consistia principalmente de 6leo
de girassol e tinha uma aparéncia turva. Isto sugere que algumas
particulas de proteinas também estdo presentes no sobrenadante. O teor
de proteina do sobrenadante nao foi determinado.

Aparentemente, as condi¢cBes que foram usadas sdo tais que
nem todas as particulas de proteina podem ter sedimentado durante o
primeiro passo de centrifugacdo. No primeiro passo de centrifugacdo
cerca de 91,6 % (m/m ) do total de dleo foi separado das particulas de
proteinas, o que significa que ainda ha uma quantidade significativa de
6leo presente no sedimento, distribuida entre e/ou no interior das
particulas (Figura 6.13).
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6.4.3 - Influéncia da velocidade de agitacdo sobre a distribuicdo do
tamanho das goticulas

Durante a preparacdo das emulsGes A/O (agua/6leo), foram
testadas diferentes velocidades de agitacdo para verificar a influéncia
sobre a distribuicdo do tamanho das goticulas formadas durante a
gelificagdo. As velocidades de agitagéo testadas foram: Al - 300 rpm,
A2 — 800 rpm, A3 — 1200 rpm e A4 - 1750 rpm. Na Figura 6.14 séo
apresentadas as curvas de distribuicdo de tamanho das goticulas para as
emulsBes A/O em diferentes velocidades de agitagéo.

Figura 6.14 Distribuicdo de tamanho das goticulas para emulsdes A/O em
diferentes velocidades de agitacdo. (A1 — 300 rpm; A2 - 800 rpm; A3 — 1200
rpm e A4 — 1750 rpm).
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A Tabela 6.3 apresenta os valores do diametro de Sauter D5, e
do didmetro de Broucker D,; para as emulsfes A/O testadas com
diferentes velocidades de agitacéo.
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Tabela 6.3.- Valores do diametro de Sauter D, e do diametro de Broucker D3
para as emulsdes A/O testadas com diferentes velocidades de agitagdo.

Emulsdo A/O D3, um D4 um | Velocidade de agitacéo
Al 29,64 49,51 300 rpm
A2 28,67 47,42 800 rpm
A3 28,02 46,32 1200 rpm
A4 14,25 65,75 1750 rpm

A partir da Figura 6.14 e dos valores obtidos para o didmetro
médio de area superficial D3, e diametro médio volumétrico Dgs
apresentados na Tabela 6.3, fica claro que o tamanho das particulas
finais pode ser diminuido aumentando a velocidade de agitacdo. Para as
emulsdes Al, A2 e A3 a distribuicdo de tamanho de particula foi
monomodal indicando que neste tipo de distribuicdo, existe uma
simetria, em relacdo as particulas de tamanho médio, quer para o lado
das particulas mais finas, quer para o lado das particulas de maior
dimensdo, obtendo-se uma dispersdo mais homogénea. Para a emulséo
A4 a curva apresentou comportamento bimodal com uma diminuigéo e
um pequeno deslocamento para menores valores de didmetro de
particula, do segundo pico, a medida que aumentamos a velocidade de
agitacdo.

As Figuras 6.15 e 6.16 mostram as micrografias das emulsdes
formadas com diferentes velocidades de agitagdo depois da etapa de
centrifugacéo.
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Figura 6.15 Imagens da microscopia éptica das goticulas de proteinas + ACYS
preparadas em diferentes velocidades de agitagdo: Al — 300 rpm, A2 — 800
rpm. Particulas de proteinas + ACYS obtidas ap6s a etapa de centrifugagéo.
Aumento de 40 X para a amostra Al e de 100 X para a amostra A2.
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Para a preparacdo de particulas de proteina, utilizaram-se
emulsdes primarias, nas quais a fracdo da solucédo de proteinas do soro
do leite em 6leo ndo excedeu a 30 % (m/m). A presenca de sedimentos
coloridos apos a centrifugacdo sugere que ligagdes entre proteinas e
ACYS (antocianinas) é possivel (FLORES et al., 2014). Isto pode ser
melhor evidenciado na micrografia A1 em que se percebe claramente
particulas de formato esférico e com colorag8o caracteristica do corante
de antocianinas.

As goticulas formadas possuem um diametro médio de Sauter
de 30 um (ver tabela 6.3). Este diametro pode ter sido superestimado
porque as particulas obtidas com proteinas do soro do leite ndo foram
lavadas antes das analises e, as goticulas de 6leo ainda presentes na
amostra, apds a centrifugacdo, podem ter contribuido com o aumento do
didmetro das goticulas em todas as amostras analisadas.

Na micrografia A2 é possivel perceber também que uma
guantidade da fase aquosa, composta de proteinas do soro do leite +
ACYS, ficou dispersa na fase oleosa sem que se tenham formado
goticulas. Isto sugere que na fase oleosa ha presenca de uma quantidade
de corante que ndo foi encapsulado.
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Figura 6.16 - Imagens da microscopia Optica das particulas de proteinas +
ACYS preparadas em diferentes velocidades de agitacdo: A3 — 1200 rpm, A4 —
1750 rpm. Particulas de proteinas + ACYS obtidas apds a etapa de
centrifugacdo. Aumento de 400X para a amostra A3 e de 40X para a amostra
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Nas micrografias A3 e A4 pode-se perceber que as particulas
formadas s&o esféricas mas com tamanhos bastante distintos. Na
micrografia A4 a velocidade de agitacdo foi aumentada para 1750 rpm
houve uma diminuicdo no tamanho das particulas mas aumentou
também o indice de polidispersdo. Isto pode ser melhor evidenciado na
curva de distribuicdo de particula (formulacdo A4) que apresenta uma
distribuicdo bimodal na qual 10 % das particulas formadas apresentam
tamanho igual ou menor do que 6,08 um.

Na micrografia A4 algumas gotas menores (possivelmente de
6leo) parece estar se formando dentro das gotas da fase aquosa
composta de proteinas +ACYS.
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6.44 - Influéncia da adicdo do emulsificante lipofilico na
distribuicio do tamanho de particula

Para avaliar a influéncia da adi¢do de emulsificante lipofilico na
formacéo e na distribuicdo do tamanho das particulas formadas, 2,5 %
(m/m) de span 80 foram adicionados a fase oleosa. O emulsificante foi
disperso na fase oleosa em temperatura de 50 °C sob agitacéo.

A Figura 6.17 apresenta os valores dos diametros médios de
superficie D3, e 0 didmetro médio volumétrico Dy4; para as diferentes
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emulsBes A/O testadas com diferentes velocidades de agitagdo (300,
800, 1200 e 1750 rpm). As formulacGes foram testadas com uma fracdo
de solugdo de proteina de 15 % m/m dispersa em 85 % (m/m) da fase
oleosa (6leo de girassol).

Figura 6.17 - Diametro médio superficial D3, e diametro médio volumétrico D,
para as emulsdes A/O: B1 — 300 rpm; B2 — 800 rpm; B3 — 1200 rpm e B4 —
1750 rpm utilizando na fase oleosa o emulsificante lipofilico span 80 (2,5 %
m/m). A fragdo volumétrica da solugdo de proteinas foi de 15 % (m/m) dispersa
em uma fracdo volumétrica oleosa de 85 % (m/m).

P Dismetro médio de superficie D[3,2]
Didmetro médio volumétrico D[4,3]

40 39.2
37,04

35 4 34,94

30 4
25 4 2422
20
15 4 1425

10 4

9,34 9.48
5 4
0 - T T T |
B3 B4

B1 B2
Emulsio A/O

Didmetro de particula (pm)

O diametro de Sauter D3, e o diametro médio equivalente de
Broucker, D43 obtidos para as formulagcfes testadas com a adicdo do
emulsificante lipofilico span 80, 2,5 % (m/m), foram menores do que as
formulagdes testadas sem a adi¢do do emulsificante (ver tabela 6.3),
além disto, o emulsificante é utilizado para impedir a agregacdo e a
coalescéncia das particulas durante o aquecimento. Neste estudo foi
utilizado um éster de sorbitano (span 80) que é tipicamente empregado
para a producdo de microparticulas induzidas pelo calor de proteinas de
soro de leite (BELTZ et al., 2011).
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As particulas das emulsdes foram observadas por microscopia
Otica e sdo apresentadas nas Figuras 6.18 e 6.19.

Figura 6.18 Imagens da microscopia Optica das particulas de proteinas + ACYS
preparadas em diferentes velocidades de agitagdo e com a adicdo de
emulsificante lipofilico span 80 (2,5 % m/m): B1 — 300 rpm, B2 — 800 rpm.
Goticulas de proteinas + ACYS obtidas ap6s a etapa de centrifugagdo. Aumento
de 40X para a amostra B1 e B2.
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Ap6s a distribuicdo de tamanho de particula as emulsdes A/O
foram visualizadas por microscopia optica (Figura 6.18). Observando as
micrografias B1 e B2 pode-se perceber que pode ter ocorrido inversdo
de fases da emulsdo apos a adi¢do do span na fase oleosa. As goticulas
formadas sdo de 6leo em 4gua ao invés de 4gua em oleo.

De acordo com Zigen (2012), as intera¢bes das cadeias dos
emulsificantes com o 6leo ou a &gua sdo alteradas com a temperatura.
As forgas de hidratacdo entre o emulsificante ndo idnico e a agua séo
maiores em temperaturas mais baixas.  Quando aumentada a
temperatura estas forcas vdo diminuindo. Desta forma, as moléculas de
emulsificante que apresentam maior afinidade com a gua apresentam a
temperatura de inversdo de fases (PIT) mais elevada, pois como
possuem maior nimero de interacGes, demoram mais para igualar as
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afinidades entre as duas fases. Moléculas com pouca afinidade com a
agua, como é o caso do Span 80, com um pequeno aumento da
temperatura ja apresentam afinidade igual entre os dois constituintes da
emulsdo, resultando na inversdo de fases. Para o Span 80, a inverséo
inicia-se em aproximadamente 38 °C, estendendo-se até 60 °C. Nesta
regido a tensdo interfacial diminui significativamente. Por exemplo, em
produtos que s&o submetidos a temperaturas acima de 50 C, ndo pode
ser utilizado o Span 80, pois acarretaria na inversdo ou quebra da
emulsdo (ZUGEN, 2012). O span 80 foi solubilizado na fase oleosa na
temperatura de 50 °C o que pode ter ocasionado a inversdo da emulsao
AJO para O/A. A temperatura de inversdo de fases do span 80 deveria
ter sido determinada pois este fato deve ser levado em conta na
formulagcdo de emulsdes que precisam ser aquecidas sem perda da
estabilidade.

Vérios estudos tém sido realizados para explicar o papel do
emulsificante adicionado em emulsdes estabilizadas com proteina.
Tornou-se claro que muitos emulsificantes sdo capazes de deslocar a
proteina adsorvida a partir da superficie da gota. Esse deslocamento
ocorre de forma gradual e é uma funcdo da proporcdo de emulsificante
para proteina, conduzindo a uma mudanga gradual da composicdo da
camada interfacial bem como das propriedades coloidais das emulsdes
com mudanga de proteina estabilizada para emulsificante estabilizado. A
razdo 6tima de proteinas e concentracdo de agente emulsificante em um
produto formulado é estritamente dependente do conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas da interface e da cinética da sua formagéo
(Di MATTIA et al., 2009).

De fato, em contraste com os sistemas modelos, sistemas
alimentares emulsionados em tempo real (ou seja, maionese, sorvete,
suco de frutas) de outras moléculas, naturalmente presentes como
ingredientes ou intencionalmente adicionado, podem exercer atividade
superficial e tornar mais complicada a funcionalidade dos agentes
emulsificantes na superficie pela competicdo no dominio da interface.
Além disso, a presenca e papel de todos os componentes hidrofilicos e
lipofilicos do sistema (aguUcares, solutos, gorduras ou compostos
funcionais) devem ser considerados pois ambos podem modificar a
composicdo e propriedades das fases aquosa e oleosa as propriedades
superficiais, influenciando, assim, a estabilidade fisico-quimica da
emulséo (Di MATTIA et al, 2009).
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Figura 6.19 Imagem da microscopia Optica das goticulas de proteinas + ACYS
preparadas com velocidade de agitacdo de 1750 rpm e com a adigdo de
emulsificante lipofilico span 80 (2,5 % m/m): B4 — 1750 rpm. da luz. Particulas
de proteinas + ACYS obtidas apds a etapa de centrifugagdo. Aumento de 400X
para a amostra B4.

Obs.: A imagem acima foi ampliada para melhor visualizagdo

Nesta micrografia percebe-se pequenas particulas encapsuladas
dentro de goticulas maiores, sugerindo que houve a formacdo de uma
emulsdo maltipla do tipo O/A/O.

A temperatura utilizada para solubilizar o span 80 e a
velocidade de agitacdo podem ter contribuido para a formacdo desta
emulsdo maltipla.

Outra hipotese levantada por Saglam (2012), que investigou a
formag&o de particulas densas de proteinas do soro do leite, diz que o
primeiro passo da formacdo das particulas é crucial, sendo que as
particulas devem ser formadas pela adi¢do lenta da fase aquosa seguida
de agitacdo, para que se formem apenas goticulas de 4gua em 6leo A/O
e ndo gotas de ordem superior, tais como O/A/O (6leo/agua/éleo) o que
pode ter ocorrido no preparo desta emulsdo. Portanto um melhor
controle na adicdo da fase aquosa, da velocidade de agitagdo, da
concentracdo das fases e do volume deve ser investigado.
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6.4.5 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) das particulas
formadas por proteinas do soro do leite — ACYS

Nas Figuras 6.20 a 6.23 sdo apresentados os resultados da
microscopia eletronica de varredura (MEV) de algumas particulas
produzidas pelo método da gelificagdo térmica com proteinas do soro do
leite. As amostras das emulsdes produzidas foram liofilizadas apés 5
dias de armazenamento o que pode ter influenciado no resultado final
das analises.

Figura 6.20 - Microscopia da emulsdo B2 obtida com proteinas do soro do
leite e 2,5 % m:m de emulsificante lipofilico (span 80).

5kV X5,000 5pm LCME-UFSC
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Figura 6.20 - Microscopia da emulsdo B2 obtida com proteinas do soro do
leite e 2,5 % m:m de emulsificante lipofilico (span 80) (continuag&o).

5kV X7,000 2pm LCME-UFSC

Na Figura 6.20 observa-se que a superficie da goticula da
emulsdo parece ser composta por fragmentos cristalinos que ndo
formam uma camada continua. E possivel que estes fragmentos
cristalinos, indicados na Figura por uma seta, seja algum material
insollvel presente na amostra ou algum produto que possa ter se
desenvolvido devido ao método de preparacdo da amostra (liofiliza¢éo).
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Figura 6.21 - Micrografias da emulsdo B2 obtida com proteinas do soro do
leite e 2,5 % m:m de emulsificante lipofilico (span 80).

X2,500 10pm LCME-UFSC

5kV X2,000 10um LCME-UFSC

Nas micrografias 6.21 A e 6.21 B (amostra B2) a hipdtese
levantada, para a morfologia da emulsdo, é que esta possivelmente a
emulsdo inverteu de fases pois ha presenca somente de algumas
particulas que parecem ser um aglomerado de proteinas formados ap6s a
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retirada da agua por liofilizacdo. Como a fase oleosa foi retirada por
centrifugacdo formou-se uma massa heterogénea composta de proteinas
e o corante de ACYS com a presenca de algumas poucas particulas.

Figura 6.22 - Micrografia da emulsdo B4 obtida com proteinas do soro do leite
e 2,5 % m:m de emulsificante lipofilico (span 80).

Skv X35 §00um LCME-UFSC

Skv X35 500um LCME-UFSC

Segundo os resultados da microscopia eletrnica de varredura
(MEV) para a amostra B4, as particulas de proteinas + ACYS
liofilizadas aparecem como um conjunto desordenado de particulas
(agregados). De acordo com Beltz et al. (2011), que encapsularam
extratos de billberry utilizando proteinas do soro do leite em pH 3,
houve um alargamento na distribuicdo do tamanho de particula quando
o extrato de “billberry” foi adicionado na fase aquosa em um percentual
maior que 10 % (m:m) devido aos fendbmenos de precipitacdo e
agregacdo. As microcépsulas obtidas ndo eram esféricas e sim agregados
irregulares. A agregacgdo e a precipitagdo induzida durante o processo
de microencapsulacdo sdo provavelmente atribuidas as interacdes entre
as proteinas do soro do leite e os componentes fendlicos dos extratos.
Estas interacfes dependem, entre outros fatores, das forgas eletrostaticas
e sao portanto fortemente influenciadas pelo pH.

Essa heterogeneidade da amostra (agregados irregulares) é
tipica de pos preparados por liofilizacdo (FANG e BHANDARI, 2010).
Righetto e Neto (2006) ao encapsular suco de acerola verde em matrizes
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de goma ardbica e maltodextrina, observaram diferencas consideraveis
entre as microcapsulas obtidas por atomizacéo e liofilizagdo, visto que
as capsulas atomizadas mostraram formas globosas, e as liofilizadas,
formas totalmente indefinidas. Man et al. (1999) também concluiram
gue o tipo de processo de secagem influencia na estrutura das particulas,
encontrando estruturas mais esféricas ao utilizar a atomizagdo e
irregulares com a liofilizagdo. Essas diferencas nas estruturas podem
estar relacionadas as condi¢Bes de operacdo do processo, visto que a
liofilizagdo utiliza vacuo e baixas temperaturas, de modo que pressiona
as particulas dos produtos produzindo assim particulas de menor teor de
umidade e maior tamanho (SPADA, 2011).

Figura 6.23 - Micrografia da emulsdo A2 obtida com proteinas do soro do leite
sem a presenca de emulsificante lipofilico (span 80).

5kV X1,500 10pm LCME-UFSC

Esta micrografia corrobora com os resultados obtidos por
microscopia Optica (ver figura 6.15), onde pode-se observar que uma
grande quantidade de corante permaneceu na fase oleosa e poucas
particulas foram formadas.
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6.4.6 - Influéncia da fracdo oleosa na estabilidade dos complexos
formados por proteina— ACYS

Diferentes fragdes da fase oleosa foram testadas para avaliar a
influéncia desta sobre a estabilidade das microparticulas formadas pelo
complexo proteina—ACYS. A concentragdo da solucao de proteinas foi
mantida em 30 % (m/v).

A Figura 6.24 apresenta a aparéncia das formulacdes testadas
com diferentes fragdes da fase oleosa.

Figura 6.24 Imagem das formulagdes testadas com diferentes fragbes da fase
oleosa. B1- Solucéo de proteina 30 % e fase oleosa 70 %; B2 — Solugéo de
proteina 20 % e fase oleosa 80 % - B3 — Solugdo de proteina 50 % e fase oleosa
50 %; B4 — Solugdo de proteina 70 % e fase oleosa 30 %; B5 — Solugéo de
proteina 80% e fase oleosa 20%.

De acordo com a avaliagdo macroscopica as formulacdes que
apresentaram particulas sedimentadas foram as formulagfes Bl e B2.
Com base neste resultado, para a formagéo de particulas de proteinas —
ACYS sedimentadas a fracdo da fase oleosa deve estar na faixa de 70 —
85 % (m/m) e a fracdo da fase aquosa (que consiste da solucdo de
proteinas + corante de ACYS ndo deve ser superior a 30 % (m/m).
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6.4.7 - Caracterizagdo das microparticulas obtidas por
emulsificacdo/gelificacdo  térmica  por  Espectroscopia  de
Infravermelho (FTIR)

Espectros FTIR para as amostras do extrato de antocianinas
liofilizado das particulas obtidas pelo método da
emulsificacdo/gelificacdo térmica e para as proteinas isoladas do soro do
leite foram obtidos e sdo apresentados nas Figuras 6.25, 6.26 e 6.27.

Figura 6.25 Espectroscopia no infravermelho do corante de antocianinas
liofilizado.
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A banda em 3400 cm™ para o extrato de antocianinas liofilizado
pode ser atribuida ao estiramento do grupo hidroxila O-H dos &cidos
carboxilicos (COOH) do anel benzénico dos compostos fendlicos. Os
picos observados em 1683, 1558 e 1458 cm™ sdo atribuidos ao
estiramento do grupo C=0 dos aneis aromaticos que sao grupos tipicos
dos compostos fenolicos (BAGHERI et al., 2013). Pico observado em
1276 cm™ atribuido ao C-O dos flavonoides do extrato. Pico observado
em 1076 cm ' atribuido a deformacéo axial do C-O. Os picos que
apareceram em 769 e 669 cm™ foram atribuidos deformacdo angular
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pela mudanca do angulo entre as ligacbes C-H nos aneis benzénicos
ocorridas fora do plano da molécula (SILVERSTEIN, WEBSTER, e
KIEMLE, 1991).

Figura 6.26 Espectroscopia no infravermelho das proteinas do soro do leite.
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De acordo com o espectro obtido para a proteina do soro do
leite observa-se um pico em 3307,92 e 2956,87 cm™ com intensidades
médias que sdo responsaveis pelas vibragdes causadas pela presenca de
aminas N-H e deformacdo axial dos acidos carboxilicos os quais séo
indicativos da presenca de proteinas e gordura. Picos nas regides entre
1340 a 1074 cm™ séo responséveis pelas vibragdes causadas por aminas
aromaticas e alifaticas (deformacdo axial). Um pico em 914 cm™
relativo a deformagdo angular de alcenos marcando a presenca de
compostos saturados. Picos de absorcéo em torno de 700 — 900 cm™ sdo
atribuidos a deformacdo angular de aromaticos.

No caso das proteinas, as diferentes combinacgdes de vibragdes
das ligacGes peptidicas resultam em bandas de absor¢do caracteristicas
desse componente, conhecidas como amida | e amida Il. A primeira se
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encontra na faixa entre 1600 cm™ e 1700 cm™ (caracteristico da estrutura
secundaria da a - lactalbumina e § — lactoglobulina), enquanto a segunda
se encontra na faixa entre 1550 cm™ e 1570 cm™ correspondente a
deformacédo angular dos grupos do C-N e do C-N-H pela mudanga do
angulo entre duas ligagdes ocorridas no plano de flexdo da molécula
(ETZION et al., 2004).

Figura 6.27 Espectroscopia no infravermelho para as microparticulas obtidas
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A analise por FTIR permitiu constatar diferencas espectrais
entre as microparticulas obtidas por emulsificacdo/gelificacdo térmica
do corante de antocianinas liofilizado quando comparados com o
espectro das proteinas isoladas do leite.

No espectro de FTIR das microparticulas produzidas pelo
método da emulsificacdo/gelificacdo térmica, o pico do grupo hidroxila
das proteinas do soro do leite 3307 cm ™ funde-se com a dos grupos
hidroxilicos dos fenélicos (3400 cm ™). Os trés picos 1683, 1558 e 1458
e cm® especificos dos compostos fendlicos desaparecem com a
sobreposi¢do da amida | e amida 1l e com a deformacéo angular do C-H
da proteina isolada do leite (Figura 6.27). Picos devido a deformagéo
angular fora do plano de ligagdes C-H, em 769 e 669 cm™ dos aneis
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benzénicos (extrato) desapareceram pelo efeito da sobreposicdo fora do
plano das ligacdes N-H das proteinas e reapareceram em posicdes
semelhantes (896 e 781 cm™) nas microparticulas (BAGHERI, 2013).

Todas as informagGes obtidas refletem que as antocianinas
obtidas do extrato da borra do vinho tinto foram aprisionadas
fisicamente nas microparticulas.

6.4.8 - Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de incorporacgdo das antocianinas nas particulas de
proteinas do soro do leite foi avaliada pela razdo entre a quantidade de
corante de antocianinas efetivamente encapsulado e a quantidade inicial
empregada na formag&o das microparticulas.

Utilizando a técnica de UV-Vis descrita na metodologia (6.3.8)
foram obtidos os valores para a eficiéncia de encapsulamento (EE).
Para as amostras testadas sem a adicdo de span a eficiéncia média de
encapsulamento foi de 73,1 %.

6.5 — CONCLUSOES

Elementos de estrutura pré-fabricadas (ex.: proteinas do soro do
leite) podem ser um caminho possivel para criar produtos com
propriedades desejadas. Neste estudo, mostrou-se que as particulas de
proteinas do soro do leite, podem ser utilizadas como um possivel
elemento de estrutura.

Para a formagdo de particulas de proteinas do soro do leite
+ACYS a concentracdo da solucdo de proteinas ndo deve ser superior a
30 % (m/v).

A fracdo da fase aquosa, constituida da solucdo de proteinas
mais o corante de antocianinas concentrado, ideal para a formacdo das
particulas foi de 15 %(m/m) e da fase oleosa 85 % (m/m).

Apo6s a etapa de centrifugacdo as particulas foram secas a
temperatura ambiente porém, estas ndo foram lavadas para a retirada do
oleo residual e uma quantidade significativa de 6leo ainda estava
presente nas particulas o que pode ter contribuido para o aumento no
didametro da particula. Sugere-se a utilizacdo de um protocolo para a
lavagem com uma combinacdo de solventes que possa remover o 6leo
sem que ocorram perdas do material encapsulado.

As particulas de proteina do soro do leite — ACYS preparadas
pelo presente método tinham formato esférico mas nao eram uniformes.
A adicdo de span 80 na fase oleosa possivelmente alterou as
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caracteristicas da emulsdo de A/O para O/A devido a temperatura
utilizada no processo de emulsificagdo (80 °C) com isto, as interacdes
das cadeias do emulsificante com o 6leo podem ter sido alteradas com a
temperatura. Moléculas com pouca afinidade com a 4gua, como é o caso
do Span 80, com um pequeno aumento da temperatura ja apresentam
afinidade igual entre os dois constituintes da emulsdo, resultando na
invers&o de fases.

Em resumo, particulas de proteinas do soro do leite +ACYS tém
um enorme potencial para melhorar a qualidade de alimentos, bebidas
ou na incorporacao destes em formulacBes cosméticas o desafio estd em
desenvolver os métodos e as técnicas que podem ser utilizados para
fabricar esses sistemas.

6.6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Pesquisa futura em sistemas utilizando elementos de estrutura
pré-fabricadas (por exemplo, proteinas do soro do leite) deve se
concentrar no desenvolvimento e/ou refino dos métodos utilizados para
a preparacao das particulas ou, adaptacdo do método atual para que estes
possam ser utilizados por exemplo na inddstria alimenticia. Avangos
nesta area chegardo a partir de uma compreensdo maior da estrutura e
das interacOes destes elementos com os polifenois (ACYS).

v Investigar a estabilidade térmica e, as propriedades reoldgicas das
emulsGes formadas pelas particulas de proteinas do soro do leite —
ACYS em diferentes meios de dispersdo ou seja, a emulsdo A/O obtida
pode ser dispersa em meio aquoso contendo caseinato de s6dio ou goma
ardbica como estabilizantes.

v’ Utilizar velocidades de agitacdo superiores as utilizadas neste estudo
durante a emulsificagdo priméria (emulsdo A/O);

v’ Testar outros solventes para lavar as particulas de proteina de soro de
leite apOs serem separadas da fase oleosa;

v’ Testar outros emulsificantes lipofilicos;

v Em relagdo a metodologia experimental, seria interessante
determinar a temperatura de inversdo de fases para os emulsificantes
utilizados nas formulagGes, neste caso span 80, pois este fato, deve ser
levado em conta na formulacdo de emuls6es que precisam ser aquecidas
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sem perda da estabilidade.

v Testar diferentes faixas de pH para avaliar a capacidade das
particulas de proteinas do soro do leite incharem em fungdo do meio
acido ou alcalino, para viabilizar a sua utilizacdo na entrega de
bioativos.

v" Quantificar o teor de proteinas presentes no sobrenadante (fase
oleosa).

v' Também se sugere a redispersdo das particulas obtidas em meio
aquoso obtendo assim emulsdes do tipo A/A que podem ser
incorporadas em produtos alimenticios.






CAPITULO 7 - FORMULACAO E CARACTERIZACAO DE
EMULSOES MULTIPLAS DO TIPO A/O/A CONTENDO O
EXTRATO CONCENTRADO DA BORRA DO VINHO TINTO
RICO EM ANTOCIANINAS E COMPOSTOS FENOLICOS

No cenario mundial, inGmeras industrias de cosmeéticos,
alimentos e fitoterapicos buscam a inovagéo, utilizando-se de matérias-
primas de origens diversificadas, principalmente oriundas de vegetais,
representando uma alternativa de substituicdo de materiais sintéticos por
naturais (SOUZA e FERREIRA, 2010). No presente estudo, realizou-se
o0 desenvolvimento e a avaliacdo da estabilidade de emuls6es multiplas
do tipo (A/O/A) contendo extratos da borra do vinho tinto da espécie
Niagara Bordd. De acordo com os resultados obtidos nas etapas de
extracdo, purificacdo e identificacdo este residuo é rico compostos
fendlicos e flavonoides com alta capacidade antioxidante principalmente
em temperaturas elevadas. As emulsdes do tipo Agua/Oleo foram
submetidas a testes de estabilidade acelerada para evidenciar as
condicbes em que estas mantiveram suas caracteristicas fisico -
guimicas sem grandes alteracGes.

7.1 - Introducéo

Atualmente, os produtos formulados com componentes naturais
vém ganhando cada vez mais espago no mercado externo e nas grandes
companhias.  Assim, cada vez mais, incorporam-se extratos vegetais,
insumos, matérias-primas e ativos naturais em diversas formulagdes.
Entretanto, é necessaria a comprovacdo cientifica desses efeitos para
cada extrato vegetal, em funcdo das composicOes diversificadas que
possuem, tanto qualitativamente como quantitativamente (BALOGH,
2011).

Na utilizacdo de produtos de origem vegetal, destaca-se a uva
(Vitis vinifera L) que é uma das maiores fontes de compostos fendlicos.
Os principais fendlicos presentes na uva sdo os flavonoides
(antocianinas, flavanois e flavonois), os estilbenos (resveratrol), os
acidos fendlicos (derivados dos acidos cindmicos e benzoicos) e uma
larga variedade de taninos (MALACRIDA e MOTTA, 2005).

A incorporacdo dos extratos vegetais para fins cosméticos,
alimenticios e/ou farmacéuticos é uma pratica bastante difundida, sendo
de fundamental importancia a escolha adequada do método a qual os
principios ativos de uso tépico serdo incorporados, garantindo assim, a
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estabilidade e absorcdo dos principios ativos (SOUZA e FERREIRA,
2010).

EmulsBes sdo amplamente empregadas como veiculos pela
indGstria cosmética e farmacéutica. Estes sistemas permitem o
transporte de ativos e/ou farmacos lipofilicos e hidrofilicos em uma
mesma formulacdo e dependendo de suas caracteristicas
microestruturais possibilitam um perfil sustentado de liberacdo do ativo
e/ou farmaco encapsulado.

7.1.1 - Objetivo geral

O objetivo deste estudo foi encapsular as antocianinas para
aumentar a estabilidade destes compostos. Neste estudo a encapsulacéo
foi feita utilizando emulsbes multiplas do tipo A/O/A.

7.2 - Emulsoes

Uma emulsdo é um sistema disperso no qual as fases sdo
liquidos imisciveis ou parcialmente misciveis, onde um liquido
encontra-se finamente disperso no outro, na forma de goticulas
(MYERS, 1999). Sédo formadas por processos mecanicos, como
agitacdo, resultando em sistemas de baixa estabilidade, a qual pode ser
aumentada com o uso de aditivos, tais como os emulsificantes.

Em quase todas as emulsbes, uma das fases é a agua e a outra é
um liquido oleoso. Se o éleo for a fase dispersa, a emulsdo é chamada
de 6leo em agua (O/A); se 0 meio aquoso for a fase dispersa é chamada
de emulsdo agua em 6leo (A/O). Ha também as emulsdes multiplas,
onde as goticulas da fase dispersa também contém goticulas menores
dispersas dentro delas, podendo ser classificadas em dois tipos: (1)
emulsdes agua em dleo em agua (A/O/A), onde a fase interna oleosa
possui goticulas de agua dispersas em seu interior e (2) emulsdes 6leo
em agua em o6leo (O/A/O), em que a fase interna aquosa apresenta
goticulas de 6leo dispersas em seu interior (ANSEL et al., 2000). A
Figura 7.1 apresenta os tipos de emulsdo segundo as fases que as
compdem.
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Figura 7.1 Tipos de emulsdo segundo os seus componentes: emulsdo agua em
6leo (esquerda), emulsdo dleo em agua (centro) e emulsdo mdaltipla a/o/a
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Fonte: Robles Castilho (2011).

Segundo o tamanho das gotas da fase dispersa as emulsdes
podem ser consideradas como macroemulsdes ou microemulsées. Nas
macroemulsdes, as gotas da fase dispersa tém didmetros maiores a 0,01
pum. Estes sistemas heterogéneos possuem estabilidade minima,
precisando de agentes emulsionantes ou surfactantes para serem
estabilizados, evitando a coalescéncia das gotas. Ja nas microemulsdes,
as gotas da fase dispersa sdo menores do que o comprimento de onda de
luz visivel (380 a 780 nm), o que faz com que sejam misturas
transparentes ou transltcidas (ROBLES CASTILHO, 2011). A Tabela
7.1 apresenta as semelhancas e diferencas entre macro-emulsdes e
micro-emulsdes.
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Tabela 7.1 - Macro-emulsdes versus micro-emulsdes (Fonte: ROBLES, 2011)

Propriedade Macroemulséo Microemulsdo
Componentes Oleo-agua- Oleo-agua-
emulsificante emulsificante
NUmero de Um ou mais de um Um ou mais de um
emulsificantes
Tipo de emulsificante Todos Todos
Concentracao de Muito baixo Muito alto
emulsificante
Tamanho de gota Micrémetros 0,01 -0,001um
Estabilidade Instavel Estavel
termodinamica
Estabilidade de Funcéo da Infinito
armazenamento formulagéo

Florence e Whitehill (1982) classificaram as emulsdes de acordo
com sua morfologia em: (a) tipo A, glébulos maltiplos que apresentam
um Unico glébulo grande interno; (b) tipo B, glébulos maltiplos que
apresentam quantidade razoavel de glébulos pequenos internos e (c) tipo
C, glébulos multiplos que apresentam grande quantidade de globulos
pequenos internos. O tipo C é o mais Util para 0 emprego como veiculos
cosméticos e/ou farmacéuticos (Figura 7.2)

Figura 7.2 Representagdo esquematica da morfologia dos glébulos de acordo
com a classificacéo de Florence e Whitehill (1982).

Tipo A Tipe B

Tipo C

Fase continua final
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EmulsGes multiplas podem ser preparadas de dois modos:
emulsificacdo em uma etapa ou em duas etapas. A emulsificacdo em
uma etapa € 0 modo mais espontaneo e consiste na preparagdo de uma
emulsdo A/O utilizando um excesso de emulsificante hidrofobico e uma
pequena quantidade de emulsificante hidrofilico. A emulséo é aquecida
até ser parcialmente invertida. Na temperatura adequada e dependendo
do equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL) dos emulsificantes, uma
emulsdo A/O/A pode ser encontrada no sistema. No entanto, este
método ndo apresenta boa reprodutibilidade (McCLEMENTS, 2005).

O método mais utilizado na preparacdo de emulsdes maltiplas é
o da emulsificacdo em duas etapas (Figura 7.3), no qual sdo utilizados
dois emulsificantes de solubilidades opostas:

a) Emulsificante I. hidrofobico, para a preparacdo da emulséo a/o.
b) Emulsificante Il. hidrofilico, para a prepara¢do da emulso o/a.

Figura 7.3 Processo de emulsificacdo em duas etapas para a obtencdo de uma
emulsdo A/O/A.

Fase oleosa (O) +
Emulsificante
lipofilico

o0 0°

O Q Emulsdo A1/0

Homogenizagio O o O o

l ‘ Fase aquosa (A2)

o
o0 0°0°
<

@ Homogenizagio

Fase aquosa (Al)

Fase aquosa (A2)

Fonte: COLMENERO (2012)

Na primeira fase forma-se uma emulsdo agua-em-6leo (A1/0)
mediante a homogeneizagdo de uma fase aquosa (Al) em outra oleosa
(0), na presenca de um emulsificante lipofilico capaz de produzir uma
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interface A1/0. Em uma segunda etapa ocorre a homogeneizagdo da
emulsdo A1/O em uma nova fase aquosa (A2) com um emulsificante
hidrofilico (interface O/A2), obtendo-se assim a emulsdo mdltipla
(A1/0/A2). A emulsdo primaria (A1/O) é preparada em condicdes de
homogeneizacdo mais enérgicas que a segunda etapa, assim a aplicacdo
de processos de homogeneizagdo mais suaves evita a ruptura dos
glébulos internos (A1/0). Porém, processos de homogeneizacdo menos
intensos levam a formacdo de sistemas polidispersos e, processos de
homogeneizacdo muito intensos reduzem a eficiéncia da encapsulacdo
(COLMENERO, 2012).

7.2.1 - Estabilidade das emulsdes

Uma emulsdo é considerada estavel quando acontece pequena
ou nenhuma mudanga no tamanho de gota da fase dispersa num
determinado intervalo de tempo. As emulsdes apresentam uma
tendéncia natural para se separarem em suas fases constitutivas
diminuindo a area interfacial e consequentemente a energia interfacial.

A propriedade fisica mais importante de uma emulsdo €
provavelmente sua estabilidade. O termo estabilidade da emulsdo pode
ser empregado com relagdo a trés fendmenos essencialmente diferentes
sedimentacdo, floculacdo e quebra ou rompimento da emulséo por causa
da coalescéncia das goticulas dispersas (MEZADRI, 2010).

A estabilidade de uma emulsdo é muito importante para varios
processos industriais e produtos emulsionados, mas a avaliacdo de sua
estabilidade ndo é simples. Diferentes métodos para determinar a
estabilidade da emulsdo tém sido propostos, tais como analises de
tamanho das gotas, medicdo das propriedades fisicas de emulsdo, testes
acelerados e espalhamento de luz. Entre os métodos, os mais comuns
sdo a andlise de tamanho de gota e a microscopia (KIM, 2002).

Para preparar emulsfes razoavelmente estaveis é necessaria a
presenca de um terceiro componente - um agente emulsificante.

7.2.2 - Emulsificantes

Os emulsificantes em geral apresentam um segmento de sua
molécula com propriedades hidrofilicas e outro segmento lipofilico,
servindo por isso, para compatibilizar a mistura de agua com dleos,
fazendo pontes entre esses componentes, formando emulsdes. Estes
compostos também sdo conhecidos como “surfactantes” (do inglés
surfactant), “tensoativos”, “hipotensores” ou “emulsificantes.
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A regra Bancroft d& um primeiro guia empirico para formular
emulsBes: quando o emulsificante é essencialmente sollvel em uma
fase, essa fase tende a ser a fase continua, sendo o outro a fase dispersa.
Como consequéncia, uma emulsdo O/A serd preferencialmente obtida
com um tensoativo sollvel em &gua enquanto que uma emulsdo A/O
sera mais facilmente formada com um tensoativo mais soltvel em 6leo
(MEZADRI, 2010).

O grupo dos tensoativos ndo ibnicos € o mais importante por
diversas razfes. Em primeiro lugar, a sua baixa toxicidade permite a sua
utilizacdo por via tépica, via oral e parental. Além da baixa toxicidade,
apresenta menos problemas de compatibilidade e & menos sensivel a
mudangas de pH ou a adicdo de eletrolitos. Trata-se de um grupo
bastante numeroso e integra compostos tanto hidrossollveis como
lipossolGveis, 0 que permite obter emulsées A/O ou O/A. E possivel
utilizar uma combinacgéo de ambos com o objetivo de obter uma pelicula
interfacial densa. Como principal desvantagem podemos referir 0 seu
maior custo (JATO, 1997; PRISTA, et al. 1995; SANTOS, 2011).

Entre os principais tipos de tensoativos ndo idnicos, destacam-
se o0s ésteres de glicol e de glicerol, os ésteres de sorbitano, os
polissorbatos, os ésteres de alcoois graxos e poliglicois, e alguns alcoois
graxos (JATO, 1997).

Os ésteres de sorbitano também conhecidos como a série
Span®, nome com o qual sdo comercializados, sdo de carater lipofilico,
e por este motivo formam emulsGes A/O. Na pratica, 0 mais frequente é
utiliz&-lo em combinagdo com polissorbatos para obter emulsGes O/A e
A/O.

Os polissorbatos sdo derivados dos ésteres de sorbitano e do
polietilenoglicol correspondendo comercialmente a série dos tween®.
Além de apresentarem baixa toxicidade, sdo compativeis com
praticamente todos 0s outros tipos de tensoativos, sendo também
soltveis em agua. Possuem por outro lado, um pH neutro e sdo estaveis
ao calor, as variagOes de pH e as elevadas concentracdes de eletrélitos.
Como principais desvantagens apresentam um sabor desagradavel e a
possibilidade de inativar alguns conservantes com 0s quais podem
formar complexos (JATO, 1997; PRISTA et al., 1995; SANTOS, 2011).

7.2.3 - Aplicac@es das emulsdes multiplas

Numerosos estudos tém mostrado que as emulsbes mdaltiplas
AJO/A podem ser empregadas para encapsular ingredientes funcionais
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(principalmente na fase aquosa interna), para a aplicagdo posterior como
um ingrediente no processo de reformulacdo alimentos (MUSCHIOLIK,
2007).

As vantagens deste sistema sdo: (a) capacidade de
encapsulamento de ativos cosméticos ou farmacos; (b) protecdo da
substancia encapsulada quanto ao processo de oxidacao; (c) habilidade
de veicular substancias incompativeis, por exemplo, com caracteristicas
hidrofilicas/lipofilicas/hidrofilicas para emulsdes AJOIA,
respectivamente, em um mesmo sistema e (d) liberacdo prolongada do
ativo ou farmaco encapsulado (BONNET et al., 2010).

A seguir sdo apresentados alguns das aplicacfes das emulsdes
maltiplas no encapsulamento ingredientes funcionais.

v Vitaminas - Dependendo da sua natureza, as vitaminas
podem ser incorporadas nas emulsdes multiplas de forma diferente.
Vitaminas sollveis em agua (C e grupo B) foram encapsuladas em
emulsGes A/O/A, o tipo O/A/O pode ser mais adequada no caso de
vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K). Vitamina C € um nutriente
envolvido em numerosas fungdes fisioldgicas, cuja estabilidade é
protegida por encapsulacdo em emulsdes mdaltiplas (CARRILHO-
NAVAS 2012).

v Os carotenoides - Compostos sdo (a. -, B -, ¢ y - caroteno,
licopeno, luteina, etc.) comumente encontrados nos produtos de
origem vegetal, que foram atribuidos efeitos da diminuicdo do risco de
cancer, doencas do coragdo, envelhecimento, etc., e cuja incorporagédo
em alimentos apresentam problemas de estabilidade e coloragdo. As
emulsGes multiplas foram utilizadas para minimizar estes problemas.
Microcapsulas contendo tanto carotenoides hidro e lipossollveis foram
preparados por secagem por pulverizacdo das emulsdes maltiplas. Em
tal sistema os carotenoides hidrossolUveis foram incorporados na fase
aquosa interna, e os lipofilicos na fase lipidica (RODRIGUEZ-
HUEZO, 2004).

v Resveratrol - E um composto fendlico natural, que tem
despertado recentemente enorme interesse por seus efeitos benéficos
(incluindo a sua capacidade antioxidante, atividade anticancerigena,
etc.). No entanto, pelas caracteristicas (solubilidade e estabilidade) s&o
necessarias estratégias de encapsulamento para facilitar a sua
aplicacdo nos alimentos. Neste contexto, tém sido formuladas
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emulsdes multiplas com resveratrol em diferentes fases aquosas da
emulsdo priméria (HEMAR, 2010).

v As antocianinas - Pertencem ao grupo mais importante de
pigmentos hidrofilicos de plantas e tém forte capacidade antioxidante,
anticancerigena e efeitos de modulagéo do sistema imunoldgico. Fora
do seu ambiente natural, estas moléculas sdo extremamente instaveis.
Extratos de “Blueberry” ricos em antocianinas podem ser estabilizados
na fase aquosa interna da emulsdo multipla e liberados durante a
digestdo gastrointestinal (FRANK, 2012).

7.2.4 — Emulsificacdo: Metodo da Redisperséo de fases

Existem dois métodos principais de emulsificacdo: o de
emulsificacdo direta e 0 de wash-out. Para o primeiro método, fracoes
volumétricas de fases aquosa e oleosa pré-determinadas sao diretamente
homogeneizadas. Durante este processo despende-se de grande
guantidade de tensoativos, energia térmica e mecanica. No segundo
método, o recipiente de preparo é preenchido com a fase oleosa e esta
submetida a agitacdo constante. Na fase aquosa, que sera inicialmente
dispersa, é entdo adicionada sob velocidade constante a fase oleosa
(MORAIIS, 2008).

Podem ocorrer dois tipos de inversdo de fases em emulsdes: (a)
inversao transicional e (b) inversdo catastréfica.

A inversdo transicional pode ocorrer com mudancas na afinidade
dos tensoativos ndo idnicos etoxilados pelas fases aquosa e/ou oleosa e
pode ser induzida por fatores como temperatura, valores de EHL
(equilibrio hidrofilico-lipofilico) salinidade da fase aquosa e polaridade
da fase oleosa (SALAGER et al., 2004; MORAIS, 2008).

A inversdo de fases catastréfica pode ocorrer quando ha um
aumento do volume da fase dispersa ou varia¢fes na razdo dos volumes
da fase aquosa e oleosa. Este tipo de inversdo é irreversivel e pode
ocorrer em ampla faixa de fragcGes volumétricas.

A influéncia da velocidade e do tempo de adi¢do da emulsdo
primaria a fase externa sobre o tamanho dos glébulos formados deve ser
considerada para o processo de reemulsificagdo. Um periodo de tempo
insuficiente pode produzir glébulos muito grandes, inaceitaveis para a
estabilidade do sistema, enquanto periodos prolongados podem formar
emulsdes com glébulos consideravelmente pequenos, porém ndo
multiplos. Luca et al. (1990) e Fox (1986) concluiram que o processo de
reemulsificacdo é critico para a estabilidade da emulsdo multipla.
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Fatores como a adigdo das fases aquosa ou oleosa e o valor da
temperatura de manipulacdo também sdo relevantes.

Florence e Whitehill (1982) afirmaram que a natureza da fase
oleosa pode ter grande influéncia na estabilidade de um sistema
maltiplo. Como regra geral sabe-se que os 6leos minerais produzem
sistemas mais estaveis que 0s 6leos vegetais (DAVIS; WALKER,
1983). Quanto aos tensoativos utilizados Laugel et al. (1998)
verificaram que concentragfes muito baixas do tensoativo hidrofilico
utilizado no processo de reemulsificacdo para sistemas (A/O/A) podem
ndo ser suficientes para produzir uma emulsao estavel.

Alteraces na estabilidade podem ser mensuradas através da
quantificacdo dos globulos mdaltiplos durante um periodo de tempo
determinado e as andlises microscOpicas podem monitorar mudancas
significativas na morfologia dos globulos (BURGESS, 2003).

7.3 - MATERIAIS E METODOS

A seguir é apresentada a metodologia utilizada na preparacédo
das emulsGes multiplas A/O/A. Na Figura 7.4 é apresentada
primeiramente a formulagdo das emulsdes simples A/O das quais, foram
selecionadas as formulagfes que apresentaram maior estabilidade para
servir como base na formulacdo das emuls6es multiplas A/O/A.
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Figura 7.4 — Diagrama da obtencdo das emulsdes simples A/O que serviram
como base para a formulagdo das emuls6es maltiplas (A/O/A).

Preparo da emulsdo simples A/0

|

Influéncia das dierentes fracdies volumetricas das fases aquosa ¢ oleosa e
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|
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Determnacdo do tamanho dos
globulos

Anlfse microsedpica

O Diagrama (Figura 7.5) a seguir mostra como foram obtidas as
emulsdes multiplas A/O/A a partir da selegdo das melhores formulagdes
obtidas no fluxograma 7.4.
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Figura 7.5 — Diagrama de obteng¢do das emuls6es multiplas A/O/A pelo método
da inversdo de fases.

Selecdo das methores formulacdes
obtidas das emulsdes A/O

Preparo das emulsdes miltiplas A/O/A
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Influéncia do pH na fase aquosa inferna

Andlise microscopica das emulsdes Distribuicio do tamanho das goticulas
miltiplas  A/O/A " (DTG) i

Nos itens a seguir sdo apresentados os materiais e 0os métodos
utilizados para a obtencdo das emulsGes multiplas A/O/A contendo o
extrato concentrado de ACYS (antocianinas).

7.3.1 — Materiais
v" Fase agquosa interna e externa

A fase aquosa interna e externa das emulses A/O e das
emulsdes multiplas A/O/A foram inicialmente preparadas com agua
recém destilada sem a adicdo do corante de antocianinas. Quando o
corante de antocianinas foi adicionado na fase aquosa interna esta
solucdo foi tamponada com KCI 2M e HCI 2 M para obter uma
solucdo de pH 3,0.
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v" Fase oleosa

Como fase oleosa foi utilizado 6leo mineral. Segundo Florence
e Whitehill (1989) a natureza da fase oleosa pode ter grande influéncia
na estabilidade de um sistema mdaltiplo.

Como regra geral sabe-se que os Oleos minerais produzem
sistemas mais estaveis do que os 6leos vegetais (DAVIS e WALKER,
1983). Vasudevan e Naser (2002) observaram que a eficiéncia na
producdo de sistemas multiplos é maior quando 6leo mineral é utilizado
ao invés de Oleos vegetais, que apresentam composicdo mais complexa
(MORAIIS, 2008).

Esta fase oleosa foi selecionada devido ao fato de que, como
emulsificante lipofilico foi utilizado span 80 e, de acordo com Su
(2008), span 80 pode formar emulses A/O e A/O /A estaveis quando
utilizado com 6leo mineral como fase orgéanica.

v Emulsificantes

Span 80 (Figura 7.6): Mono-oleato de sorbitano. Utilizado como
emulsificante hidrofébico da emulsdo maltipla. E um emulsificante n&o
ibnico. O emulsificante hidrofébico mono-oleato de sorbitan (span 80)
foi obtido da Sigma Aldrich.

Figura 7.6 Estrutura molecular do mono-oleato de sorbitan — Span 80.

Parte hidrofobica do
mono-oleato (6leo)

Parte hidrofilica
do sorbitano (agua)

Fonte: Taylor, 2011
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Tween 80 (Figura. 7.7): Mono-oleato de polioxietileno sorbitano.
Utilizado como emulsificante hidrofilico da emulsio mdltipla. E um
emulsificante ndo idnico amplamente utilizado em formulagdes
farmacéuticas parenterais. O emulsificante hidrofilico (tween 80) foi
obtido da Sigma Aldrich.

Figura 7.7 Estrutura molecular do tween 80
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Figura 7.8 - Estrutura molecular do polioxietileno sorbitano — Tween 80 e do

mono-oleato de sorbitano - Span 80.
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7.3.2 - Métodos

7.3.2.1 - Preparo da emulséo simples A/O

As emulsbes simples foram obtidas pelo método da
emulsificacdo por inversdo de fases com aquecimento. O tensoativo
mono-oleato de sorbitano foi solubilizado na fase oleosa (6leo mineral).
As fases aquosa e oleosa foram aquecidas separadamente a temperatura
de 78 °C £ 1 °C. A fase aquosa foi vertida sobre a oleosa sob diferentes
velocidades de agitacdo (agitador mecénico) até que a emulsdo
adquirisse a temperatura ambiente (25 °C £ 2 °C), de acordo com a
metodologia descrita por Gongalves (2000). A Figura 7.9 apresenta
uma representacdo esquematica dos passos do preparo da emulsdo
simples A/O.

Figura 7.9 Representacdo esquematica da preparacdo da emulsdo simples A/O.
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7.3.2.2 - Influéncia das diferentes fracBes volumétricas das fases
aquosa e oleosa e do emulsificante lipofilico na estabilidade das
emulsdes simples A/O

Para avaliar a influéncia de diferentes propor¢6es dos volumes
das fases aquosa e oleosa e da adicdo do emulsificante lipofilico na
estabilidade da emulsdo priméaria A/O, foram preparadas diferentes
guantidades das trés matérias-primas base desta formulacéo:
emulsificante, 6leo mineral e agua destilada (Tabela 7.2).
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Tabela 7.2.- Concentragdo em % (m/m) dos componentes das formulagdes (1 a
12)

FormulacGes Fase aquosa Fase oleosa Emulsificante
%(m/m) %(m/m) lipofilico % (m/m)
1 20 80 3
2 30 70 3
3 40 60 3
4 50 50 3
5 20 80 5
6 30 70 5
7 40 60 5
8 50 50 5
9 20 80 7
10 30 70 7
11 40 60 7
12 50 50 7

7.3.2.3 - Testes de estabilidade das emulsdes primarias A/O
(Agua/Oleo)

Para os testes de estabilidade foram selecionadas as
formulagBes (Tabela 7.2) que ndo apresentaram separacdo de fases. A
concentracdo de emulsificante lipofilico foi de 5 % (m/m) em relacdo ao
volume da fase oleosa.

a) Centrifugacéo

Uma amostra de 15 g das formulagbes testadas foi adicionada em
tubos eppendorf e submetida a uma velocidade de agitagdo de 3000
rpm por 30 min em centrifuga, modelo Hermle Labortechinick GmbH,
Tipo:Z 300K. Em seguida, o material foi analisado macroscopicamente
guanto a separacdo de fases de acordo com a metodologia descrita por
(MEZADRI, 2010).

b) Estresse térmico

As emulsbes preparadas foram submetidas a aquecimento em
banho Maria na faixa de 40 °C a 80 °C, sendo que o aumento de
temperatura de 5 °C em 5 °C, mantendo a temperatura por 20 min.
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Estas emulsdes foram macroscopicamente analisadas quanto a
ocorréncia de separacdo de fases ap0s cada aumento de temperatura de
acordo com a metodologia descrita por Mezadri (2010).

c¢) Avaliagdo macroscopica

Apos a realizacdo dos testes de variagdo da fracdo volumétrica
da fase aquosa e oleosa as formulacdes testadas foram colocadas em
tubos eppendorf e submetidas a avaliagdo macroscépica realizada 24 h
ap6s a manipulacdo da emulsdo. Foram avaliados os sinais de
instabilidade macroscopica, como separacdo de fases. Nos testes de
estabilidade foram adotadas as seguintes nomenclaturas: N = Normal
sem alteracdo, SF: separacédo de fases, LS: levemente separado.

7.3.2.4 - Influéncia da velocidade de agitacdo sobre o tamanho dos
glébulos das emuls6es simples A/O

Apls a realizacdo dos testes de estabilidade acelerada as
formulagBes que ndo apresentaram separacdo de fases foram submetidas
a variacdo da velocidade de agitacdo para verificar a influéncia da
velocidade sobre o tamanho dos globulos. As amostras foram
submetidas a agitacdo constante e continua de 300, 600 e 1200 rpm até
gue a amostra adquirisse a temperatura ambiente (£ 25 °C). As
formulagbes foram analisadas macroscopicamente além da anéalise
tamanho das goticulas, a fim de estabelecer a melhor velocidade de
agitacdo.

O diametro dos gl6bulos foi determinado pelo diametro médio
de volume-superficie ou didametro de Sauter D3, e pelo didmetro médio
de volume ou didmetro equivalente de Broucker Dj; utilizando o
equipamento Mastersizer 2000 - Hydro 2000MU (Malvern Instruments
Ltda.). A faixa de medicdo utilizada foi de 0,1 a 2000 pm. Os
parametros referidos sdo a média de trés medicoes.

7.3.3 - Emulsbes Multiplas agua/6leo/agua(A/O/A)

As emulsdes multiplas foram obtidas pelo método de
emulsificacdo por inversdo de fases. Os emulsificantes mono-oleato de
sorbitano (span 80) e Polietileno 20 sorbitano mono-oleato (Tween 80)
foram empregados. As fases aquosa e oleosa da emulséo primaria (A/O)
foram aquecidas separadamente a temperatura de 78+2 °C e, em seguida
a fase aquosa foi vertida lentamente sobre a fase oleosa sob agitacdo
continua até que a emulsdo adquirisse a temperatura ambiente (25 °C).
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A emulsdo primaria produzida foi reemulsionada em uma fase aquosa
externa contendo emulsificante hidrofilico, sob agitacdo mais baixa,
para evitar o rompimento dos glébulos recém formados. Na figura 7.10
é apresentado um esquema de obtencdo das emulsfes multiplas.

Figura 7.10 Representacdo esquematica da Emulsdo Multipla obtida através do
método da emulsificacdo por redisperséo.
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Fonte: Aratjo (2012).

7.3.3.1 - Influéncia da concentracdo de emulsificante hidrofilico e
lipofilico nas emulsfes multiplas A/O/A

Para avaliar a estabilidade das emulsGes mdltiplas, diferentes
concentracdes de emulsificante hidrofilico e lipofilico foram testadas. A
quantidade de tensoativos foi mantida em 5 % m/m. A Tabela 7.3
apresenta as formulagGes testadas com diferentes concentragdes de span
80 e tween 80.
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Tabela 7.3 - Formulages testadas com diferentes concentragdes de span 80 e
tween 80.
Formulacado Span 80 Tween 80 Fracdo
%(m/m) % (m/m) volumétrica da
EP:ES (%om/m)

A4-1 49 0,1 40:60
A8-1 49 0,1 60:40
A4-2 4 1 40:60
A8-2 4 1 60:40
A4-3 4,5 0,5 40:60
A8-3 4,5 0,5 60:40
A4-4 3 2 40:60
A8-4 3 2 60:40

EP: emulsdo primaria, ES: emulsdo secundaria

7.3.3.2 - Andlise da influéncia do pH na fase aquosa interna

A avaliacdo do pH na fase aquosa interna é importante quando
se pretende incorporar compostos ativos, como as antocianinas, pois
estes tém um pH étimo (pH=2,0) para realizar e manter a sua atividade
biolégica. Também se pretende avaliar a influéncia que a variacdo do
pH ter& na estabilidade das emulsbes e na distribuicdo do tamanho das
goticulas das emulsdes A/O/A. Desta forma, a fase aquosa interna foi
substituida por solucbes com pH ajustados de 3 a 7 com KCI 0,2 M e
HCI 0,2 M.

7.4 —RESULTADOS E DISCUSSAO

7.4.1 - Efeito da variacdo da fracdo volumétrica e da adicdo de
emulsificante lipofilico na estabilidade das emulsdes A/O

No que diz respeito as emulsdes mdltiplas, o volume da fase
priméria (A/O) ndo tem efeito significativo sobre o rendimento das
emulsdes A/O/A. Portanto, uma vasta gama de volumes de fase priméria
pode ser usada para a formulacdo das emulsdes maltiplas. Um volume
6timo de fase interna (25-50 %) pode ser utilizado para a formulagéo da
emulsdo (SANTOS, 2011). A observacdo visual das emulsdes
primarias A/O preparadas com diferentes fracdes volumétricas da fase
aquosa e oleosa com diferentes concentragcfes de emulsificante lipofilico
sdo apresentadas nas Figuras 7.11 e 7.12.
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Figura 7.11 Imagens das emulsBes primarias A/O preparadas com diferentes
concentragBes de emulsificante lipofilico: (1) 20:80 com 3 % (m/m) de span 80,
(2) 30:70 com 3 % (m/m) de span 80, (3) 40:60 com 3 % (m/m) de span 80, (4)
50:50 com 3 % (m/m) de span 80, (5) 20:80 com 5 % (m/m) de span 80, (6)
30:70 com 5 % (m/m) de span 80, (7) 40:60 com 5 % (m/m) de span 80, (8)
50:50 com 5 % (m/m) de span 80.
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Figura 7.12 Imagens das emulsdes primarias A/O preparadas com diferentes
concentragBes de emulsificante lipofilico: (9) 20:80 com 7 % de span 80, (10)
30:70 com 7 % de span 80, (11) 40:60 com 7 % de span 80 (12) 50:50 com 7 %
de span 80.

De acordo com os resultados experimentais obtidos (avaliacdo
visual: amostras de 1 & 12) a concentracdo de span 80 ideal esta na faixa
de 3-5 % sendo o suficiente para estabilizar as gotas de agua da
coalescéncia. As fracfes volumétricas que apresentaram maior
estabilidade foram de 50:50, 40:60.

7.4.2 - Testes de estabilidade das emulsdes simples A/O (agua/6leo)

Para os testes de estabilidade das emuls6es simples A/O foram
selecionadas as formulacbes 4, 7 e 8 que ndo apresentaram separacéo de
fases logo apos a sua manipulagdo (Figuras 7.11 e 7.12). A concentracao
de emulsificante lipofilico foi mantida em 5 % em massa relacdo a
fracdo volumétrica da fase oleosa. A Tabela 7.4 apresenta as
formulages selecionadas para os testes de estabilidade.

Tabela 7.4 - Formulages selecionadas para os testes de estabilidade.

Formulacdo Fase aquosa Fase oleosa % de span 80
%(m/m) %(m/m) (m/m)
A4 50 50 3
A7 40 60 5

A8 50 50 5




185

7.4.3 - Influéncia da temperatura do estresse gravitacional e analise
macroscépica

O teste de centrifugagdo aumenta os efeitos da forca da
gravidade sobre os glébulos dispersos nas emulsdes, aumentando
consequentemente 0 numero de colisbes entre eles, ocasionando
fendmenos de instabilidade no sistema como cremeacdo e sedimentagdo,
permitindo a visualizacdo destes processos na dispersao.

A Tabela 7.5 mostra os resultados da avaliagdo macroscdpica
das emulsdes testadas.

Tabela 7.5 - Analise macroscopica das formulagdes ap6s a centrifugacéo e
estresse térmico.

© o Estresse Térmico
3 g L S Temperatura °C
g |88 | &
E S 3 2
= © 2 =
5 |28 |2
L = 8
40 | 45 |50 | 60 | 65 70
A4 N N N N N N LS LS
A7 N LS SF | SF | SF | SF SF SF
A8 N N LS | LS | LS | LS LS LS

Legenda: N: Normal, SF: separagdo de fases, LS: levemente separado.

Para avaliacdo do teste de centrifugacao sobre a estabilidade das
formulagBes foram estabelecidas condicdes padrfes para a realizacdo
deste ensaio. Considera-se uma emulsdo estadvel quando depois de
centrifugada ndo se observam separacdo de fases. De acordo com a
Tabela 7.5 as formulacdes testadas que apresentaram maior estabilidade
foram as formulagbes A4 e A8. Segundo Jato (1997), este teste é
utilizado para avaliar a estabilidade das emuls6es durante a etapa de pré-
formulacdo e pode conduzir a trés fases: uma oleosa, uma intermediaria
e uma aquosa.



186

74.4 - Efeito da velocidade de agitacdo e da distribuicdo do
tamanho dos glébulos sobre a estabilidade das emulsdes A/O

7.4.4.1 - Avaliacdo macroscopica

Para as formulagbes A4 e A8 que apresentaram maior
estabilidade variou-se a velocidade de agitacdo e as caracteristicas
macroscépicas foram avaliadas imediatamente ap0s a sua preparacéo
(Tabela 7.6).

Tabela 7.6 - Influéncia da velocidade de agitacdo sobre a estabilidade da
emulséo A/O.

Formulacgéo Velocidade de Caracteristicas Macroscopicas
agitacdo (rpm)
300 N
Ad 600 N
1200 LS (N&o foi avaliado porque
separou de fase; parte superior)
300 SF (N&o foi avaliado porque
A8 separou de fase; parte inferior)
600 N
1200 N

Nota: N: Normal; LS: Levemente separado; SF: Separacéo de fases.

De acordo com Santos (2011), a agitacdo tal como a variacdo da
temperatura tem uma influéncia profunda e complexa sobre o processo
de emulsificacdo. Durante o periodo de agitacdo inicial requerida para a
emulsificagdo formam-se goticulas, no entanto, a medida que a agitacdo
continua, a probabilidade de colisdo das goticulas aumenta e pode
ocorrer a coalescéncia.

7.4.4.2 - Influéncia da velocidade de agitacdo sobre o tamanho das
goticulas

As emulsGes simples foram manipuladas em diferentes
velocidades de agitagdo, com o intuito de verificar a influéncia deste
pardmetro no tamanho das goticulas.

A Tabela 7.7 apresenta os resultados obtidos para as
formulagcdes A4 e A8 em diferentes velocidades de agitacéo.
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Tabela 7.7 - Diametro de Sauter (D3,) e diametro de Broucker (D,3) obtidos
para as formulagdes A4 e A8 em diferentes velocidades de agitacéo.

Amostra Velocidade de Dao(um) Dys(um) | Span
agitacdo (rpm)
Ad 300 8,622 24,696 0,958
600 6,741 17,838 1,718
A8 600 7,567 17,932 1,257
1200 3,235 6,509 3,052

Na tabela 7.7 também é apresentado o valor span que é a medida
da largura da distribui¢do das goticulas. Quanto menor for o valor mais
estreita é a distribuicdo. O valor da distribuicdo (span) é calculado de
acordo com a equacao 9:

SPAN = Dvo,0—DVo,1 9)

Dvg s

Os seguintes parametros foram avaliados: Dv,, - diametro de
gota tal que 10% do volume da emulsdo é constituido de gotas de
tamanho menor que esse valor - Dv, 5 - didmetro de gota tal que 50% da
emulsdo é constituido de gotas de tamanho menor que esse valor,
também conhecido como didmetro mediano volumétrico (DMV) — Dv, 4
- didmetro de gota tal que 90% do volume do da emulsdo é constituido
de gotas de tamanho menor que esse valor —, SPAN (amplitude relativa).

Pode-se perceber através dos valores obtidos (Tabela 7.7) que os
tamanhos das goticulas estdo dentro da faixa de 3 e 25 um. Um
aumento na velocidade de agitacdo diminui o tamanho médio Ds; € Dys
das particulas. Para as velocidades de agitacdo de 300 rpm e 600 rpm os
graficos apresentaram uma distribuicdo de tamanho de particula
monomodal com uma distribuicdo de tamanho das goticulas mais
uniforme.

A formulacdo A8 (1200rpm) apresentou um didmetro médio
superficial e volumétrico (D3s, e D43) menor que as outras formulages,
mas com um valor de span de 3,052 o que caracteriza uma distribuicdo
de tamanho de particulas bimodal onde 90 % das particulas apresentam
um didmetro menor ou igual a 14,9 um, 50 % das particulas apresentam
um didmetro de menor ou igual 4,4 um e, 10 % das particulas
apresentam um diametro de 1,53 pum.
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A estabilidade da emulsdo priméaria é essencial para se obter
uma emulsdo multipla estavel e, é determinada diretamente pelos tipos
de componentes que formam a emulsdo priméaria A/O, estdo incluidos a
natureza do 6leo, o tipo de emulsificante, a natureza do encapsulante da
fase aquosa interna, especialmente se o encapsulante contém eletrélitos
(DICKINSON et al., 1994b; SU, 2008).

7.4.4.3 - Andlise microscépica

Quanto aos aspectos microscopicos, 0s seguintes parametros
foram avaliados: (a) morfologia do glébulo, esférica ou nao; (b)
distribuicdo de tamanhos.

As figuras 7.13 e 7.14 apresentam as micrografias das emulsdes
simples A/O em diferentes velocidades de agitagdo.

rpm

Ty
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Figura 7.14 Micrografia das emuls6es simples A/O formulagdo A8 — 1200 rpm

Amstra A8 — 60 rpm— 100 X

De acordo com as micrografias, o diametro das goticulas (20
Um) esta coerente com o encontrado pela distribuicdo de tamanho de
particula medido pelo mastersize (+ 17,932 um). Também fica evidente
na micrografia da emulsdo A4 que a morfologia das gotas parece ndo ser
esféricas (apenas algumas em formato esférico) isto pode ter ocorrido
devido ao fato de que estas micrografias foram obtidas sem a diluigdo da
amostra na sua fase continua. O que provavelmente dificultou a anélise
da morfologia das emulsdes.

Observando a micrografia da emulsdo A8 pode-se perceber que
as goticulas formadas sdo esféricas. Também fica evidente os diferentes
tamanhos de particula (avaliagdo visual da micrografia). Esta
micrografia também foi obtida sem a diluicdo da emulsdo em sua fase
continua).

As emulsdes primarias A4 e A8 com velocidades de agitacdo de
600 rpm foram utilizadas como base para a formulacdo da emulsdo
maltipla A/O/A.



190

7.4.5 - Efeito da concentracdo de emulsificante hidrofilico (tween 80)
e lipofilico (span 80) sobre a estabilidade das emulsdes multiplas
A/O/A

Diferentes concentragdes de emulsificantes tween 80 e span 80
foram testados. A concentragdo de tween 80 foi variadade 0,1a2 % e a
de span de 3 a 4,9 %, conforme descrito no item 7.3.3.1. A Figura 7.15
apresenta a aparéncia visual das formulacfes testadas com diferentes
concentracdes de span 80 e tween 80.

Figura 7.15 Formulacdes testadas com diferentes concentracdes de span 80 e
tween 80: amostras A4-1 (span 80 4,9 % m/m; tween 0,1 % m/m); A4-2 (span
80 4 % m/m; tween 1 % m/m); A4-3 (span 80 4,5 % m/m; tween 0,5 % m/m);
A4-4 (span 80 3 % m/m; tween 2 % m/m).

Na Figura 7.15 s8o apresentadas as formulac@es testadas com
diferentes quantidades de span e tween para a formulagdo A4. Através
da avaliacdo visual pode-se perceber que para a formulacdo A4, todas as
formulagBes testadas apresentaram separacao de fases.
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Figura 7.16 FormulacGes testadas com diferentes concentragfes de span 80 e
tween 80 para amostra A8. A8-1 (span 80 4,9 % m/m; tween 0,1 % m/m); A8-2
(span 80 4 % m/m; tween 1 % m/m); A8-3 (span 80 4,5 % m/m; tween 0,5 %
m/m); A8-4 (span 80 3 % m/m; tween 2 % m/m)

—

As formulagGes A8-3 e A8-4 testadas separaram de fases apos
24 h de sua manipulacdo. A formulacdo que apresentou maior
estabilidade durante um periodo de 48 h em temperatura ambiente foi a
formulacdo A8-1. Portanto para a emulsdo mdltipla testada a
concentracdo de emulsificante lipofilico e hidrofilico que conferiu maior
estabilidade para os sistemas foi 4,9 %(m/m) e 0,1 % (m/m),
respectivamente.

7.4.6 - Influéncia do pH na estabilidade das emulsdes multiplas
contendo o extrato de antocianinas

A avaliacdo do pH é um dos parametros utilizados para
monitorar alteragcBes na estrutura da formulacdo que nem sempre séo
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perceptiveis visualmente. Esta analise fisico - quimica pode indicar
problemas de estabilidade entre os ingredientes da formulacdo podendo
ser reagdes de hidrélise e oxidacao.

Para formulacdo A8-1 optou-se por trabalhar com diferentes
pHs durante o estudo a fim de avaliar o mais apropriado para garantir
estabilidade a formulago, pois os extratos de antocianinas sao instaveis
guimicamente dependendo do pH. As antocianinas sdo mais estaveis
em pH baixos (entre 1 e 3). Portanto, para minimizar a degradacdo das
antocianinas foi testado diferentes valores de pH. A faixa de pH testada
para a fase aquosa interna foi de 3a 7.

Para a formulacdo testada com pH 7,0 houve degradacdo do
composto e separacdo de fases da emulsdo multipla (dados ndo
mostrados), diante disto a faixa de pH testada limitou-se a faixa de 3,0 a
5,6.

A avaliacdo macroscopica das emulsdes testadas utilizando o
extrato de antocianinas concentrado sdo apresentadas na Figura.7.17.

Figura 7.17 Influéncia do pH na fase aquosa interna
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Quando o extrato de antocianinas foi adicionado na emulsdo
maltipla com pH 7,0 houve mudanca na coloracdo caracteristica do
extrato. A emulsdo adquiriu coloragdo azulada (imagem ndo mostrada).
Isto se deve ao fato de que, as antocianinas sdo suscetiveis a variagoes
de pH ou seja, as antocianinas apresentam colora¢do vermelha intensa
apenas em uma faixa limitada de pH (1,0 a 3,0) que corresponde a um
equilibrio entre o céation flavilium e a pseudobase carbinol. Se houver
um aumento de pH ocorre competicdo entre a reacdo de adi¢do de agua
e a desprotonacdo do cétion flavilium. Ao sofrer desprotonacgdo, ha a
formacéo da base quinoidal, de coloracdo caracteristica azul (RIBEIRO
e SERAVALLI, 2004, LOPES et al., 2007). A observa¢do visual da
formulagdo A8-3A, a qual o pH da fase aquosa primaria é de 3,0 e que
seria 0 mais adequado para a encapsulacdo de antocianinas, mostra que
houve quebra da emulsdo na parte inferior (Figura 7.17). Isto indica que
0 ambiente ibnico criado através da diminui¢do do pH da fase aquosa
interna pode ter reduzido a capacidade emulsificante do tween 80 e
provavelmente pode ter influenciado a quebra da emulsdo. Estudos
anteriores de emulsdes A/O/A estabilizadas por emulsificantes nédo
ibnicos monoméricos (span e tween) tém indicado que o gradiente de
pressdo osmética entre as duas fases aquosas € uma forca motriz forte
para a migragdo matua de agua e encapsulantes de uma fase atraves da
outra (SU, 2008). Como somente a fase aquosa interna foi tamponada
isto pode ter influenciado a instabilidade do sistema.  Akhtar et al.
(2014) encapsularam de flavonoides utilizando emulsdes multiplas,
neste estudo a fase aquosa interna foi tamponada com KCI 0,2 M e HCI
0,2 M, obtendo um pH=2,0 e a fase aquosa externa foi tamponada com
NaHPO, e NaH,PO, pH=7,0. A eficiéncia da encapsulagdo foi maior
que 80 %. Isto pode ter favorecido a encapsulagdo de flavonoides
evitando assim a migracdo do encapsulante e da dgua de uma fase para
outra.

7.4.7 - Analise microscépica das emulsdes multiplas A/O/A

As micrografias (Figura 7.18) sdo das amostras das emulsGes
multiplas obtidas com valor de pH 4,5. Foram manipuladas conforme
descrito no item 7.2.5.

Quanto aos aspectos microscopicos, 0s seguintes parametros
foram avaliados: (a) caracteristicas morfologicas, quantidade de
glébulos simples e/ou multiplos dentro dos glébulos multiplos; (b)
morfologia do glébulo, esférica ou ndo; (b) distribuicdo de tamanhos.
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Pode-se perceber pelas micrografias que as emulsdes multiplas
obtidas apresentam glébulos esféricos (alguns poucos disformes) porém
com distribuicdo granulométrica variada.

N&o foi possivel observar a formacdo de gldbulos internos
dentro dos glébulos maltiplos. Isto pode ser atribuido ao fato de que as
emulsdes analisadas ndo foram diluidas.

De acordo com Morais (2008) que também estudou emulsdes
multiplas A/O/A pelo método da inversdo de fases, este sugere que a
temperatura é um fator relevante na formacao/morfologia/granulometria.
A faixa de temperatura considerada 6tima foi de 78 °C + 2 °C. Amostras
manipuladas com = 1 °C deste intervalo apresentam glébulos com
morfologia disforme e, diferencas microestruturais foram observadas
para temperaturas de emulsificacdo distintas em apenas £ 1 °C, o que
sem duavida dificulta a reprodutibilidade do aspecto microscopico da
amostra.

Os resultados sugerem que a temperatura é um fator relevante
para a formagéo/morfologia/granulometria. Isto pode ter acontecido com
as amostras analisadas neste estudo, para trabalhos futuros sugere-se
trabalhar com banho termostatico com temperatura controlada (neste
estudo utilizou-se chapas aquecedoras e controle por termdmetro).

7.4.8 - Determinacdo do tamanho das goticulas para as emulsdes
multiplas testadas em diferentes pHs para a fase aquosa interna

O pH é um parametro bastante importante que influencia na
estabilidade da emulsdo multipla. Este sistema ndo é s6 Util para a
incorporacdo de moléculas hidrofilicas, mas também para peptideos e
proteinas com essas mesmas propriedades. Como tal, o pH da fase onde
estard 0 composto ativo devera assegurar a atividade biolégica do
mesmo, por exemplo, ndo devera desnaturar ou de alguma forma
inativar a sua atividade fisioldgica. Por este motivo, realizou-se o estudo
da influéncia de varios valores de pH na fase aquosa interna, uma vez
que a forga idnica é fortemente dependente do pH e pode levar a
agregacdo das particulas (ZIMMERMANN e MULLER, 2001;
FANGEIRO, 2012).

Nas Figuras 7.19 e 7.20 sdo apresentadas as distribuicBes de
tamanho das goticulas para as emulsdes multiplas A8-1A (pH 5,0); A8-
2A (pH 4,5) e A8-3A (pH 3,0) testadas variando-se o pH. Na
formulagdo A8-3A (pH 3,0) a fase aquosa externa foi tamponada com
fosfato de sédio 0,1 M (pH 7,0).
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Figura 7.19 Distribui¢do de tamanho das goticulas para as formulacdes testadas
AB8-1A e A8-2A.
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De acordo com os dados obtidos na distribuicdo do tamanho das
goticulas os valores de diametro médio de superficie (Ds,) e didmetro
médio volumétrico (Ds3) para a emulsdo mdltipla A8-1A é de
D3,=99um e D43=136,2 um, respectivamente. Para a emulsdo mdaltipla
A8-2A D32:80,6 Hme D43:156,6 pm.

A figura 7.20 apresenta a distribuicdo do tamanho das goticulas
para a emulsdo multipla A8-3A (pH=3,0).

Figura 7.20 Distribuicdo de tamanho das goticulas para a formulagdo A8-3A.
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O valor do diametro médio de Sauter (D3,) para a formulagéo
A8-3A foi de 84,7 um e do didmetro médio volumétrico (D43) de 155,4
pum. Comparando-se os valores obtidos para a emulsdo multipla A8-2A
com os valores obtidos para a formulagdo A8-3A pode-se perceber um
ligeiro aumento no didmetro médio de superficie das particulas (Dsy).

De acordo com o estudo de Luo et al. (2012), deve-se tomar
cuidado na interpretacdo destes tamanhos de goticulas como reais,
porgue as antocianinas sao compostos coloridos e, por conseguinte, um
indice de refracdo adequado a estes compostos deveria ser utilizado para
ajustar as medidas dos diametros das goticulas. Na auséncia desta
informacéo sobre as propriedades Opticas das antocianinas, foi utilizado
o0 indice de refracdo da agua que pode também estar superestimando os
valores. Os autores também avaliaram a influéncia do pH sobre o
tamanho das particulas de 3 flavonoides tiliroside, rutina e naringina. O
tamanho médio das goticulas das emuls@es foi consideravelmente menor
em pH maior, especialmente para a rutina. A solubilidade dos
flavonoides na fase aquosa era de 4-6 vezes superior em pH 8 em
comparagdo com pH 2 para tiliroside e rutina, embora as solubilidades
absolutas permaneceram baixas (< 1 mM).

Nesse trabalho foi utilizado extratos de antocianinas, diferente
do trabalho de Luo et al., (2012) que utilizou os flavonoides isolados,
mas 0 que pode ser analisado é a solubilidade do nosso extrato em
funcdo do pH porque, quando a amostra de antocianinas foi adicionada
em pH acido a emulsdo “quebrou” na parte inferior (ver figura 7.17).

Pu Jing (2006) avaliou a solubilidade de extratos ricos em
antocianinas do p6 do sabugo de milho roxo (Zea mays L.). Os extratos
obtidos apresentaram solubilidade limitada em valores de pH baixo
enquanto era solivel em agua em pH proximo ao neutro ou superior. A
solubilidade limitada dos extratos em agua acidificada foi atribuida a
formacdo de complexos de antocianina com macromoléculas tais como
proteinas e compostos fendlicos. No entanto, estes extratos foram
facilmente solubilizados em pH préximo ao neutro ou acima, o que
sugere 0 uso destes residuos, como corantes naturais para alimentos em
pH préximo ao neutro. Isto pode ter ocorrido com o extrato utilizado
neste trabalho que foi adicionado na fase aquosa interna acidificada e,
portanto pode ter limitado a sua solubilidade e contribuido para a quebra
da emulsdo.

As antocianinas sdo altamente instaveis em valores de pH de 5-
6, ¢ a cor “desbota” rapidamente nestas faixas de pH. No entanto,
algumas antocianinas aciladas mostraram alta estabilidade e intensidade
de cor a pH 7-8 (FOSSEN et al., 1998, PU JING, 2006), sugerindo que
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pode ser possivel usa-los como corantes em aplicacdes de alimentos
nessas faixas de pH. No trabalho de Fossen et al. (1998), a petunidina 3-
[6-O-(4-O-E—p-coumarol-O-a-L-rhamnopyranosyl)-p-D-
glucopyranoside]-5-O-p-D-glucopyrano-lateral (petanin) aumentou a
intensidade da cor e a estabilidade na regido alcalina em pH 8,1. Esta
pode ser uma alternativa para a encapsulacdo destes compostos em
alimentos ou, outras formulac¢6es nas quais o pH neutro ou alcalino seja
requerido.

De acordo com o estudo de Schwarz e Mehnert (1999), a
diminuigdo do valor do pH pode levar a um aumento dos grupos
funcionais a superficie da particula. Também a diminuicdo do pH pode
levar a um aumento na concentracdo de eletrolitos, que pode causar uma
compressdo na camada de difusdo das particulas, assim como uma
repulsdo eletrostatica e consequentemente a desestabilizagdo da
emulsdo. Os resultados sugerem que o pH baixo na fase aquosa interna
pode desestabilizar as emulsdes maltiplas.

O aumento no tamanho das goticulas pode ser também devido
ao gradiente osmotico que favorece que a agua flua da fase aquosa
externa para a fase aquosa interna, inchando os glébulos de 6leo até
atingirem um tamanho critico (GEIGER, TOKGOZ, et al., 1998).
Outros pesquisadores também relataram efeitos semelhantes no aumento
do tamanho das gotas com o tempo quando encapsularam antioxidantes
fendlicos como catequina, acido galico, quercetina e rutina (Di
MATTIA et al., 2010; AKHATAR et al., 2014).

O tamanho das gotas formadas na emulsdo A8-3A sdo
relativamente grandes, o que também pode ter sido ocasionado pelo fato
de que o emulsificante hidrofilico utilizado pode ndo estar diminuindo
significativamente a tensdo superficial. O tamanho das gotas tem grande
interferéncia na estabilidade das emulsGes. Quanto maiores e menos
homogéneas as gotas, menor a estabilidade de uma emulsdo. Portanto
este sistema multiplo com o passar do tempo vai desestabilizar.

Outro fator que leva a formacdo de emulsdes multiplas
instaveis é a taxa de cisalhamento aplicada na obtencdo da emulsdo
secundéria. A perda da fase interna, devido a tensdo de cisalhamento
excessiva durante a producdo da emulsdo secundaria € um grande
problema e muita investigacdo tem sido efetuada para tentar minimizar
esta dificuldade (LIU, MA, MENG, e SU, 2005). A taxa de libertacéo
das goticulas internas é diretamente proporcional a tensdo de
cisalhamento aplicada e s6 um cisalhamento moderado pode ser
aplicado, a fim de produzir emulsGes multiplas que mantém um
significativo percentual da fase interna (VAN der GRAAF, SCHROEN,
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e BOOM, 2004). Por isso, é desejavel o uso de um equipamento de
baixo corte para impedir a expulsdo das goticulas internas para a fase
continua externa, a fim de produzir emulsées mdltiplas altamente
estaveis (PAL, 2008). No entanto, as condicfes de baixo cisalhamento
ndo podem ser usadas com equipamentos de emulsificacdo convencional
sem que as goticulas tenham uma distribuicdo inaceitavelmente grande,
0 que eventualmente leva a produtos instaveis (VAN der GRAAF et al.
2004, AKHTAR, 2014). Isto pode ter ocorrido neste sistema de
emulsBes multiplas, pois o equipamento utilizado para produzir as
emulsdes foi um sistema convencional com 4 pas de corte e velocidade
de agitacdo maxima de 1800 rpm.

Outro fator relevante que leva a instabilidade da emulsdo
maltipla é, devido aos tensoativos utilizados. Laugel et al. (1998)
verificaram que concentragdes muito baixas de tensoativos hidrofilicos
utilizados no processo de reemulsificacdo para sistemas (A/O/A) podem
ndo ser suficientes para produzir uma emulsdo estavel. Entretanto, em
altas concentragdes, principalmente acima da concentracdo micelar
critica (CMC), pode haver solubilizacdo através de micelas do
tensoativo lipofilico da interface para a fase aquosa externa conduzindo
a desestabilizagdo do sistema.

Como a distribuicdo do tamanho das goticulas para as emulsdes
multiplas testadas estd muito grande ndo foram realizados ensaios de
eficiéncia da encapsulacdo devido a instabilidade do sistema.

7.5 - CONCLUSOES

Neste estudo foi proposta um método para a encapsulagdo dos
extratos de antocianinas concentrado, proveniente do residuo da borra
do vinho tinto, em emulsdes multiplas A/O/A utilizando o método de
inversdo de fases com aquecimento.

As emulsdes priméarias A/O obtidas foram avaliadas quanto aos
efeitos de variacdo da fracdo da fase oleosa e aquosa e a adicdo do
emulsificante lipofilico span 80. Testes de estabilidade acelerada
revelaram que a fragdo da fase dispersa e da fase continua para obtengéo
de uma emulsdo priméaria A/O estavel foi de 50:50. A quantidade de
span ideal para esta formulacdo esta na faixa de 3 a 5 % (m:m). A
distribuicdo de tamanho das goticulas da emulsdo primaria avaliados em
relagdo ao diametro de Sauter foi de 3 - 8,6 um. As emulsdes primarias
obtidas se mostraram estaveis num periodo de 48 h armazenadas em
temperatura ambiente. Uma emulsdo priméaria A/O estavel é essencial
para se obter uma emulsdo secundaria A/O/A estavel.
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Quando a emulsdo priméria foi reemulsificada para a obtencéo
da emulsdo multipla A/O/A os didmetros de particula aumentaram
significativamente.

Vérias hipéteses para este aumento no tamanho de particula,
que leva a instabilidade do sistema foram propostas. A desestabilizacéo
da emulsdo multipla A/O/A, apds a adicdo do encapsulante (extrato
concentrado de antocianinas) foi o principal problema encontrado neste
estudo. A fase aquosa interna onde o composto ativo foi incorporado foi
tamponada com KCI 0,2 M e HCL 0,2 M para obter um pH 3,0 para
assegurar a sua atividade biolégica. No entanto a diminuicdo do pH
pode levar a um aumento na concentracdo de eletrolitos, que pode
causar uma compressdo na camada de difusdo das particulas, assim
como uma repulsdo eletrostatica e, consequentemente a desestabilizacdo
da emulsdo. Os resultados sugerem que o pH baixo na fase aquosa
interna pode ter sido uma das causas da instabilidade das emulsdes
multiplas que foram confirmados pelo valor do didmetro de Sauter (Ds;)
igual a 84,7um e didmetro médio volumétrico (D,3) igual a 155,4 um
que com o passar do tempo leva a desestabiliza¢do do sistema.

Outro fator que deve ser levado em consideracdo é a
solubilidade dos extratos de antocianinas em funcdo do pH. Alguns
autores ja relataram que a solubilidade de alguns flavonoides na fase
aquosa é de 4-6 vezes superior em pH 8 em compara¢do com o pH 2,
embora as solubilidades absolutas ainda permaneceram baixas. Isto pode
ter sido um dos problemas na encapsulagdo do extrato de antocianinas.
Estudos devem ser realizados para avaliar a solubilidade dos extratos em
uma faixa de pH mais ampla pois, a possibilidade de poder utilizar um
pH neutro o alcalino para a encapsulacéo de antocianinas pode ser uma
das alternativas para sua utilizacdo como corante ou como composto
bioativo em formulagdes alimenticias que requerem este valor de pH.

Neste estudo o didmetro das goticulas foi determinado
utilizando-se o indice de refracdo da &gua sendo que, as antocianinas séo
compostas coloridos um indice de refracdo adequado a estes compostos
deveria ser utilizado para ajustar as medidas dos didmetros das
goticulas. Na auséncia desta informacéo sobre as propriedades dpticas
das antocianinas, foi utilizado o indice de refracdo da dgua que pode
também estar superestimando os valores.

7.6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v" Modificacdo nas propriedades dos componentes da emulsdo
maltipla como: adi¢do de proteinas e polissacarideos na fase aquosa
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interna, pode ser a chave em estudos futuros para melhorar a
estabilidade das emulsdes;

v" Incorporar o composto ativo na fase aquosa interna em pH > 6,0.
De acordo com os resultados obtidos da determinacdo da capacidade
antioxidante dos extratos, os produtos de degradacdo das antocianinas
poderiam ser responsaveis pela atividade antioxidante global das
amostras analisadas. Com o aumento do pH acima de 6,0 tanto a
estrutura pseudobase carbinol quanto a anidrobase quinoidal (A) podem
formar a espécie cis-chalcona (Cc) que é um produto de degradacéo e,
consequentemente haveria aumento da capacidade antioxidante. O Unico
inconveniente é a perda da coloragdo mas, comparando os efeitos
benéficos relativos aos antioxidantes seria uma alternativa viavel para
incorporar 0 composto ativo na fase aquosa interna em valores de pH >
6,0 evitando assim a incorporagdo do composto ativo em pH &cido (1-3)
gue pode ter sido uma das causas da instabilidade do sistema de
emulsdes maltiplas A/O/A.

v Testar diferentes fases oleosas com diferentes emulsificantes
hidrofilicos e lipofilicos.

v" Testar a metodologia de nanoparticulas lipidicas solidas (SLN,
solid lipid nanoparticles) baseadas em emulsdes multiplas para a
incorporacdo de farmacos hidrofilicos, onde as goticulas de agua
internas podem ser estabilizados pelos cristais de gordura na fase oleosa.
A fase de oleosa sera idealmente cristalizada de uma maneira
controlada, em termos de tamanho, tipo e forma de cristais.

v' Obter o indice de refragdo das antocianinas e utiliza-lo na obtencédo
dos tamanhos de particulas.

v" Auvaliar a solubilidade dos extratos em uma ampla faixa de pH.






CAPITULO 8 - CONCLUSOES GERAIS

O aproveitamento do residuo da producdo vinicola (borra do
vinho tinto) como matéria-prima para a obtencdo de compostos
bioativos (antocianinas) é promissor devido a uma elevada quantidade
destes compostos permanecem presentes no residuo industrial vinicola.

Os ensaios de DPPH confirmaram a capacidade antioxidante
destes extratos principalmente sob temperaturas elevadas (80 °C).

Foi realizada uma cinética de extracdo com o objetivo de
contribuir para uma melhor utilizacdo de energia, tempo e solvente. O
tempo para se atingir o equilibrio foi de 10 h e a melhor proporcéo
soluto:solvente foi de 1:5.

Com o propésito de maximizar o rendimento das antocianinas
totais, a borra do vinho tinto foi submetida a extracdo variando o pH, a
concentracdo de solvente (etanol/dgua), concentracdo de HCIl e a
temperatura. As melhores condic¢des de extracdo de antocianinas foram
concentracdo de HCI 1,75 N, extrato hidroalcodlico 70 % e temperatura
de 35 °C com 341,1 mg de cianidina-3-glicosideo presentes em 100 g de
amostra.

Ap6s a etapa de extracdo, foi proposta uma estratégia de
purificacdo das antocianinas utilizando extracéo liquido-liquido seguida
de cromatografia em coluna aberta. Para a extragdo liquido-liquido foi
utilizado acetato de etila como solvente extrator sendo que, apds a
segunda etapa de extragcdo, ndo houve diferengas significativas nos
espectros definindo que apenas uma extracdo é suficiente para esta
etapa.

Na analise das fragBes obtidas apds a etapa de purificacdo do
extrato bruto, cloreto de malvidina pode ser identificada como a
principal antocianidina presente na amostra. Cloreto Cianidina também
foi identificada, mas em percentuais inferiores. Além disso, a
purificacdo permitiu uma antocianidina isolada com um elevado grau de
pureza (76,47 %).

Ap6s ser identificada a presenca de compostos bioativos no
extrato da borra do vinho tinto foi proposta a sua incorporagdo em
emulsdes do tipo A/O e A/O/A visando a prote¢do e, a viabilidade de
sua utilizac8o pela indlstria. Primeiramente foram utilizados elementos
de estrutura pré-fabricadas (proteinas do soro do leite) por serem um
caminho possivel para criar produtos com propriedades desejadas,
utilizando para isto o método da emulsificacdo/gelificacdo térmica. A
fase oleosa utilizada na obtengdo das emulsbes do tipo A/O foi o éleo de
girassol. A concentracdo de proteinas na fase aquosa foi de 30 % (m/v).
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O diametro das particulas obtidas variou entre 9,5 um e 37 um.
As anélises das particulas por espectroscopia no infravermelho (V)
sugeriram que as antocianinas obtidas do extrato da borra do vinho tinto
foram aprisionadas fisicamente nas microparticulas. A eficiéncia de
encapsulamento foi de 73,1 % para as amostras analisadas sem a
presenca de emulsificante lipofilico.

EmulsGes mudltiplas do tipo A/O/A foram testadas para a
encapsulacdo de antocianinas. Foram estudadas as propriedades e
caracteristicas das emulsdes, a estabilidade das emulsdes, em diferentes
condi¢Bes experimentais. As composi¢des das formulagGes foram
comparadas e, selecionada a emulsdo mdaltipla que apresentou maior
estabilidade.  As fracfes volumétricas da fase dispersa e da fase
continua que se mostrou mais estavel foi 50:50 para a emulsdo primaria
AJO e, para a emulsdo secundaria A/O/A foi 60:40.

Para as emulsfes A/O obtidas a concentracdo de span 80 que
apresentou emulsdes primarias estaveis esta na faixa de 3a 5 % (m:m) e,
o diametro de Sauter para as goticulas da emulsdo primaria esta na faixa
de 3 um - 8,6 um.  Neste estudo a concentragdo de emulsificante
hidrofilico que produziu sistemas multiplos parcialmente estaveis foi 0,1
% em massa em relacdo a fase aquosa externa. Uma concentra¢do maior
do emulsificante hidrofilico levou a separacdo de fases imediatamente
apds o seu preparo.

A desestabilizacdo da emulsdo multipla A/O/A, apds a adicdo
do encapsulante hidrofilico (antocianinas) obtido a partir da extracdo da
borra do vinho tinto foi o principal problema encontrado neste estudo.
Os resultados sugerem que o pH baixo do extrato na fase aquosa interna
pode ter sido uma das causas da instabilidade das emulsdes multiplas
que foram confirmados pelo valor do diametro de Sauter (Ds) igual a
84,7um e diametro médio volumétrico (Dgs) igual a 155,4 um que com
0 passar do tempo leva a desestabilizagdo do sistema.
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APENDICE A.

Nas Figuras Al e A2 sdo apresentadas as curvas de calibragdo
dos padrdes de antocianidinas utilizadas na identificacdo e quantificacao
das antocianidinas presentes no extrato bruto e nas fragdes purificadas.

Figura A. 1 - Curva de calibragdo do padrdo de antocianidina cloreto de
cianidina.
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Figura A. 2 - Curva de calibracdo do padrdo de antocianidina cloreto de
malvidina.
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As Figuras A3 4 A7 sdo apresentados 0s cromatogramas
referentes as fracGes purificadas do extrato bruto da borra do vinho tinto.

Figura A. 3 - Cromatograma referente a fragéo purificada F5.
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Figura A. 4 - Cromatograma referente a fracdo purificada F6.
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Figura A. 5 - Cromatograma referente a fragéo purificada F7.
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Figura A. 6 - Cromatograma referente a fracdo purificada F8.
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Figura A. 7- Cromatograma referente a fracdo purificada F10.
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