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RESUMO

EXTRACAO E ENCAPSULACAO DE ANTOCIANINAS E OUTROS COMPOSTOS
FENOLICOS DO JAMBOLAO (Syzygium cumini (L.) Skeels)

O jamboléo (Syzygium cumini L. Skeels) tém sido estudado como potencial fonte de
antioxidantes e corantes alimentares devido a composigdo fendlica, que inclui
antocianinas. O objetivo deste trabalho foi extrair e encapsular antocianinas e outros
compostos fendlicos de jamboldo, comparando trés técnicas de extragdo em etanol
acidificado 70% (v/v): extragdo convencional em banho-maria (EC), exaustiva com
agitacdo (EE) e assistida por ultrassom (EAU). Na encapsulagdo, foram
desenvolvidas duas formulagdes: 7,33% de extrato (20 mg de antocianinas
monomeéricas totais - AMT, 97 mg fendis totais - FT), 1,67% de pectina e 5% de
proteina do soro do leite concentrada (EWPC) ou isolada (EWPI). Foi realizada
nanoprecipitagdo em diferentes composicbes de fase antissolvente (acetona
absoluta — EWPC100 e EWPI100, 70% v/v - EWPC70 e EWPI70, ou 50% v/v —
EWPC50 e EWPI50). Com isso, os extratos ricos foram avaliados quanto ao tipo e
teor de CFT e AMT e potencial antioxidante, por meétodos colorimétricos e
cromatograficos. As nanoparticulas foram caraterizadas por diferentes métodos
fisicos e quimicos, eficiéncia de incorporagdo do ativo, e quanto ao efeito no
potencial antioxidante. Para os teores de FT [EC: 4564,7 (59,3); EE: 3326,85 (65,3);
EAU: 3479,41 (6,6) mg/ 100g], EC diferiu significativamente de EE e EC, no entanto,
para AMT [EC: 708,44 (14,93); EE: 639,61 (32,9); EAU: 771,51 (11,6) mg/ 100q],
EAU apresentou concentragbes significativamente maiores. As atividades
antioxidantes [EC: 421,85 (1,83); EE: 377,42 (36,79); EAU: 300,99 (25,66) mmol eq.
trolox/ g] diferiram significativamente entre EC e EAU, e entre EE e EAU. As IC50 no
teste ABTS [EC: 0,18; EE: 0,20; EAU: 0,21 mg/mL] foram similares a outras matrizes
vegetais, corroborando o potencial de antioxidante do jambolao. Foram identificados
13 compostos nos extratos por HPLC, com destaque para malvidina
3,5-diglicosideo, delfinidina 3-galactosideo, cianidina 3,5-diglicosideo, acidos
caftarico e galico, e procianidina B2. Entre os encapsulados, as EE% de FT [73,81
(6,72)% a 84,65 (1,26)%] nao diferiram significativamente, porém, EWPC100 e50,
EWPI100 e 50 apresentaram maiores EE% de AMT [56,89 (1,29)%; 48,65 (1,74)%;

35,24 (1,24)%; 36,33 (2,76), respectivamente], sendo os sistema com acetona 70%



nao seguiram para analises subsequentes. As imagens de MEV mostraram que as
particulas foram formadas, apresentando formato circular e superficie lisa. Os
potenciais Zeta variaram entre -16,18 (EWPC100) e -18,80 mV (EWPI50) em
pH>6,5. Os tamanhos de particula variaram de 82 nm (EWPI100) a 116 nm
(EWPC100). FTIR mostrou que todos os encapsulados apresentaram espectros
semelhantes aos das proteinas utilizadas, além de deslocamentos e formacéo de
novas bandas, indicando interacdo entre os materiais. Os difratogramas apontaram
que todos os encapsulados apresentaram estrutura amorfa. O processo de
encapsulacéo potencializou a atividade antioxidante das particulas com relagao ao
EJL [EJL: 246,81 (2,76); EWPC100: 375,36 (0,89); EWPC50: 472,62 (27,68);
EWPI100: 518,31 (30,96); EWPI50: 417,14 (19,62) umol eq. de trolox/ mg] com
destaque para EWPC50 e EWPI100 que melhoraram a atividadade antioxidante em
91,49 e 110%, respectivamente. Estes resultados mostram o potencial da
nanoprecipitacdo e da combinagdo de agentes encapsulantes na produgao de
nanoparticulas contendo polifendis do jambolao, o que pode proteger e otimizar a

aplicagao destes compostos em produtos alimenticios e nutracéuticos.

Palavras-chave: Pigmentos Bioldgicos. Antioxidantes. Ultrassom. Nanoparticulas.

Proteinas do soro do leite.



ABSTRACT

EXTRACTION AND ENCAPSULATION OF ANTHOCYANINS AND
OTHER POLYPHENOLS FROM JAMBOLAN (Syzygium cumini (L.) Skeels)

Jambolan (Syzygium cumini L. Skeels) has been studied as a potential source of
antioxidants and food colorant due to its phenolic composition, which includes
anthocyanins. This work aimed to extract and encapsulate anthocyanins and other
phenolic compounds from jambolan, comparing three extraction techniques using
acidified ethanol 70% (v/v): conventional extraction in water bath (EC), exhaustive
extraction with agitation (EE) and ultrasound assisted extration (EAU). For
encapsulation, two formulations were developed: 7.33% extract (equivalent to 20
mg of total monomeric anthocyanins - AMT; 97 mg total phenols - FT), 1.67%
pectin and 5% whey protein concentrate (EWPC ) or isolated (EWPI).
Nanoprecipitation was performed in different antisolvent phase compositions
(absolute acetone — EWPC100 and EWPI100, 70% v/v — EWPC70 and EWPI70,
or 50% v/iv — EWPC50 and EWPI50). The extracts were assessed for their type
and content of CFT and AMT, as well as antioxidant potential by colorimetric and
chromatographic methods. The nanoparticles were characterized using different
physical and chemical methods, besides the incorporation efficiency the
antioxidant potential. Regarding CFT contents [EC: 4564.7 (59.3); EE: 3326.85
(65.3); EAU: 3479.41 (6.6) mg/ 100g], EC exhibited a significant difference from EE
and EAU. However, for AMT [EC: 708.44 (14.93); EE: 639.61 (32.9); EAU: 771.51
(11.6) mg/ 100g], EAU showed significantly higher concentrations. Antioxidant
activities [EC: 421.85 (1.83); EE: 377.42 (36.79); EAU: 300.99 (25.66) mmol eq.
trolox/g] differed significantly between EC and EAU, as well as between EE and
EAU. The IC50 in the ABTS test [EC: 0.18; EE: 0.20; UAE: 0.21 mg/mL] were
comparable to other plant matrices, confirming the antioxidant potential of
jambolan. Thirteen compounds were identified in the extracts by HPLC,
highlighting:  malvidin  3,5-diglycoside, delphinidin  3-galactoside, cyanidin
3,5-diglycoside, caftaric and gallic acids, and procyanidin B2. Among the
encapsulates, the EE% of CFT [73.81 (6.72)% to 84.65 (1.26)%] did not differ
significantly. However, EWPC100 and 50, as well as EWPI100 and 50 presented



higher EE% of AMT [56 .89 (1.29)%; 48.65 (1.74)%; 35.24 (1.24)%; 36.33 (2.76),
respectively]. Systems using 70% acetone were not subjected to further analysis.
SEM images indicated that the particles exhibited a circular shape and smooth
surface. Zeta potentials ranged from -16.18 (EWPC100) to -18.80 mV (EWPI50)
at pH>6.5. Particle sizes ranged from 82 nm (EWPI100) to 116 nm (EWPC100).
FTIR showed that all encapsulated displayed spectra similar to the proteins used
along with shifts and emergence of new bands, suggesting material interactions.
Diffractograms demonstrated an amorphous structure for all encapsulated
samples. Encapsulation potentiated the antioxidant activities of the particles when
compared to the EJL [EJL: 246.81 (2.76); EWPC100: 375.36 (0.89); EWPC50:
472.62 (27.68); EWPI100: 518.31 (30.96); EWPI50: 417.14 (19.62) umol eq. of
trolox/ mg]. Notably, EWPC50 and EWPI100 exhibited a 91.49% and 110%
increase in antioxidant activity, respectively. These findings show the potential of
nanoprecipitation and the combination of encapsulating agents in producing
nanoparticles containing jambolan polyphenols, which can enhance the
preservation and application of these compounds in food and nutraceutical

products.

Keywords: Biological Pigments. Antioxidants. Ultrasound. Nanoparticles. Whey

Protein.
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1. INTRODUGAO

O jamboldao (Syzygium cumini (L.) Skeels), também conhecido
popularmente como jameldo, ameixa de java, azeitona roxa ou
azeitona-do-nordeste, embora n&o seja uma espécie nativa do Brasil, tornou-se
muito adaptada ao clima tropical do pais, especialmente do Nordeste (1). O fruto é
pequeno, de formato ovoide, de coloragdo roxa quase negra por fora e de polpa
carnosa (2). S. cumini tem sido tradicionalmente utilizado como planta medicinal,
tendo diferentes partes da planta (por exemplo, casca, folhas, sementes e frutos)
sido empregadas no tratamento de varias doencas devido a suas atividades
anti-inflamatéria, anti-hiperglicémica (3), antibacteriana (4), anticarcinogénica (5,
6), antidiabética (7), antioxidante (8) e gastroprotetora (9).

O jambolao possui uma composicao rica em substancias quimicas com
altos valores nutricionais e biologicos. As partes comestiveis de S. cumini
apresentam concentragbdes significativas de compostos fendlicos, que s&o
responsaveis por caracteristicas sensoriais da fruta, como cor e sabor, além das
propriedades bioativas associadas, principalmente, a ag¢des antioxidantes e
anti-inflamatérias (5). Dados os beneficios a saude e o potencial tecnolégico
associados a sua composicdo fendlica, este fruto tem atraido o interesse da
comunidade cientifica e da industria de alimentos como uma potencial
matéria-prima para o desenvolvimento de produtos (10). Acidos fendlicos, flavonas
e flavondides como acido galico, miricetina e antocianinas, respectivamente, sao
exemplos de compostos fendlicos presentes na composi¢ao desses frutos (11).

As antocianinas sdo uma importante subclasse de flavonoides
responsaveis pela cor caracteristica do jambolao (10). Esses compostos sao
responsaveis pela coloracdo vermelha, azul ou roxa de diferentes vegetais e
bebidas (como morango, uva, cereja, mirtilo, jabuticaba, repolho roxo, berinjela,
vinho tinto) (12). Na area de alimentos, as antocianinas sdo candidatas a
potenciais alternativas aos corantes sintéticos, devido as suas cores
caracteristicas e a alta solubilidade em agua, permitindo sua incorporacdo em
matrizes alimentares aquosas, além de agregar atividades bioldgicas que tém sido
associadas a esses compostos (13).

Uma estratégia para caracterizacdo e aplicagdo destas matrizes

alimenticias ricas em fendlicos é a extragdo dos compostos de interesse. Os
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métodos convencionais de extracdo de compostos fendlicos consistem em sua
maioria na maceragao do substrato vegetal com um solvente, técnica essa que é
chamada de extracao solido-liquido. Todavia, esses métodos requerem, em geral,
longos tempos de extragdo, o que pode levar a degradagédo parcial das
antocianinas extraidas (14). O aprimoramento da performance das técnicas
convencionais de extragdo pode ser alcangado através do uso de tecnologias de
assisténcia aos processos, como o ultrassom, o qual proporciona a redugdo do
tempo de extracdo, gerando economia de energia e de solvente através de
mecanismos de intensificagdo (15).

Apesar do potencial tecnolégico, nutracéutico e farmacoldgico, a
utilizacdo de compostos fendlicos como aditivos alimentares € limitada pela
instabilidade e interagdo com outros componentes da matriz alimentar.
Destacando as antocianinas que sido sensiveis as condicdes ambientais, como
pH, temperatura, oxigénio e luz. Estes compostos também sao instaveis durante o
processo de digestdo devido ao pH intestinal, a acao de enzimas digestivas e a
biotransformagéao pela microbiota intestinal, o que limita seu uso bioldgico devido a
relativa baixa biodisponibilidade (16).

Com isso, ha a necessidade de buscar métodos praticos e econémicos
para aumentar a estabilidade e a vida util desses compostos, principalmente
aqueles que atuam como pigmentos, a citar as antocianinas (17). Métodos de
estabilizacdo de antocianinas incluem a copigmentagao, exclusdo de oxigénio e
encapsulacdo. A encapsulagcdo de antocianinas tem sido investigada no
desenvolvimento de corantes naturais com melhora da estabilidade,
dispersibilidade, bioacessibilidade e biodisponibilidade (18). Adicionalmente, a
nanoencapsulacdo, ao produzir particulas contendo substancias bioativas na
escala de nandmetros, além de proteger os compostos bioativos, pode permitir a
liberagao controlada do nucleo e promover uma melhora da funcionalidade e das
caracteristicas sensoriais (19).

A producao de nanoparticulas por meio da técnica de nanoprecipitagao
€ um método de encapsulagao rapido, que possui formulacdo e procedimento
simples, de baixo custo e que pode ser empregado em sistemas envolvendo
diferentes classes de compostos fendlicos, em especial antocianinas (20). Os
materiais de parede formulados com a combinacéo de polissacarideos e proteinas

tém mostrado eficiéncia na estabilizacdo de extratos bioativos por encapsulacao
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ao promoverem, conjuntamente, aumento da viscosidade, da repulsdo
eletrostatica e do conteudo sdlido total (21). Complexos a base de proteina do
soro do leite e pectina tém sido estudados como materiais de parede em
processos de encapsulagao de compostos fendlicos (22). No entanto, ha escassez
de estudos sobre a obtencdo de nanoparticulas a base de proteina do soro do
leite e pectina contendo antocianinas pelo método de nanoprecipitacao.

Nesta perspectiva, a presente pesquisa pretendeu produzir e
caracterizar nanoparticulas a base de proteina do soro do leite e pectina contendo
compostos fendlicos, sobretudo antocianinas, de jambolédo obtidos pela técnica de
extracdo assistida por ultrassom, e avaliar o efeito do processo de encapsulagao
sobre a atividade antioxidante in vitro das particulas produzidas em comparagao

com o extrato bruto.



17

2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Extrair e encapsular compostos fendlicos, especialmente antocianinas, do

jambolao (Syzygium cumini L. Skeels), visando avaliar o efeito da encapsulacédo na

atividade antioxidante in vitro.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a obtencdo de compostos fendlicos, em especial antocianinas, das
partes comestiveis (polpa + casca) do jambol&o (Syzygium cumini L. Skeels)
por trés diferentes métodos de extragao.

Caracterizar o perfil dos compostos fenodlicos obtidos por diferentes métodos
de extracgao.

Definir um dos métodos de extracdo para a obtencdo do extrato a ser
encapsulado.

Obter nanoparticulas contendo o extrato rico em compostos fendlicos,
incluindo  antocianinas, do jamboldo empregando a técnica de
nanoprecipitacao.

Caracterizar as particulas obtidas por diferentes métodos fisicos e quimicos, e
quanto a eficiéncia de encapsulacéao.

Avaliar a atividade antioxidante in vitro das particulas e compara-las ao

extrato bruto rico em antocianinas do jambolao ndo encapsulado.
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1. JAMBOLAO

3.1.1. Aspectos Gerais

O jambolao (Syzygium cumini (L.) Skeels), conhecido também como
jamelao, ameixa de java, azeitona roxa ou azeitona-do-nordeste, embora nao seja
uma espécie nativa do Brasil, tornou-se muito adaptada ao clima tropical do pais,
especialmente do Nordeste (1). O fruto € pequeno, de formato ovoide, de coloragao
roxa quase negra por fora e de polpa carnosa (2). No Brasil, a floragdo ocorre nos
meses de setembro e novembro e o amadurecimento dos frutos acontece entre os
meses de dezembro e fevereiro (10). Constitui-se de um fruto de cor roxo-escura,
com unica semente coberta de polpa comestivel, mucilaginosa, doce e adstringente,
que podem ser consumidas in natura ou transformadas em sucos, geleias e outras

preparagdes (1).

Figura 1 - Frutas de Jambol&do: a) antes de serem colhidos e b) apds a coleta e

higienizacéo.

Fonte: Acervo pessoal.

3.1.2. Composicao nutricional

O jamboldo tem uma composi¢cdo rica em substancias quimicas com
valores nutricionais e biologicos. Os frutos tém, em média, 75% de parte comestivel
com cerca de 83,7% de umidade, 0,3% de gordura, 0,9% de fibra bruta, 0,7% de
proteina, 14% de carboidrato e 0,4% de cinzas (3).

Nascimento-Silva et al. (23) traz referéncias quanto a composigcdo de

carboidratos na polpa de S. cumini, que possui 11,23 g/100 g de agucares totais,
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divididos entre frutose (6,20 g/100 g) e glicose (5,03 g/100 g). Esses altos teores de
agucares permitem a utilizacdo da fruta como ingrediente em outros produtos,
principalmente na producdo de iogurtes, geleias e bebidas fermentadas como o
vinho.

Em sua pesquisa, Coelho et al., (24) investigaram o teor de acidos
organicos em polpas de jamboldo, e encontraram alta concentragdo dos acidos
malico (9,15 g/kg) e o latico (7,25 g/kg), além de acido tartarico (3,24 g/kg), acido
citrico (1,74 g/kg), acido succinico (0,38 g/kg) e acido acético (0,15 g/kg). Ademais,
os frutos apresentam significativos valores de minerais, com 5,9 g/100 g de minerais
totais dentre os quais se destacam: potassio (3,8 g/100 g), calcio (1,04 g/100 g),
magnésio (0,78g/100 g) e sodio (0,31 g/100 g) (23). Nos frutos também sao
encontradas vitaminas hidrossoluveis como acido ascoérbico, tiamina e niacina e
aminoacidos livres como alanina, asparagina, tirosina, glutamina e cisteina (10) e

outras substancias com alto valor biolégico, como é o caso dos compostos fendlicos.

3.1.3. Importancia medicinal, comercial e tecnolégica

Dados os possiveis beneficios a saude associados a sua composicao
fendlica, o jambolao tem atraido o interesse da comunidade cientifica e da industria
de alimentos como uma potencial matéria-prima para o desenvolvimento de
produtos. Novas pesquisas estao levando ao desenvolvimento de produtos a base
de jambolao como iogurtes (25, 26, 27), sucos (28, 29), polpas desidratadas em po
(30) tablets nutracéuticos (31) e materiais bio-hibridos para aplicacdo na industria
(24).

Nos Estados Unidos e na Europa, o jambolédo é considerado uma fruta
exotica, vendida em sua forma desidratada, sem sementes, como polpa, vinho ou
geleia (32). No entanto, no Brasil, o uso comercial do jamboldo & ainda pouco
difundido, a despeito dos potenciais beneficios a saude atribuidos a este fruto (14), o
que se observa é que, independentemente da regido produtora, a falta de
investimentos em tecnologias para o manejo poés-colheita do jambolao resulta em
altos indices de desperdicio, ndo estimulando o cultivo e a comercializagdo do
mesmo (10).

Neste sentido, estratégias que busquem estimular o consumo e
comercializagdo desta fruta, tanto a partir da demonstracdo dos potenciais efeitos

bioativos quanto com o desenvolvimento de produtos alimenticios e estratégias
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tecnolégicas, podem contribuir para o uso sustentavel deste recurso natural,
agregando beneficios em diferentes esferas. Desta forma, a aplicacao fitoterapica
apresenta o aspecto inovador de ser utilizada como alternativa para o manejo de
doencas crbnicas que sdo normalmente tratadas apenas com drogas sintéticas (33).

No organismo humano, a atividade metabdlica normal produz
constantemente radicais livres, moléculas ou fragmentos de moléculas
quimicamente instaveis e bastante reativos, capazes de promover danos que podem
contribuir para o envelhecimento e instalagdo de doengas degenerativas. Os
antioxidantes apresentam-se como alternativa para prevenir e minimizar os danos
oxidativos nos seres vivos € as pesquisas encontram-se voltadas para a busca de
compostos naturais que exibem essa propriedade funcional. Os compostos
fendlicos, com destaque para os flavondides e acidos fendlicos, presentes em altos
teores no jamboldo, sdo exemplos de fitoquimicos que tém sido apontados como
detentores de tal propriedade (34).

S. cumini tem sido tradicionalmente usado como planta medicinal, tendo
diferentes partes da planta (por exemplo, casca, folhas, sementes e frutos) sido
popularmente empregadas no tratamento de doencgas (3). Estudos mostram que o
jambolao possui atividades bioldgicas importantes, apresentando propriedades
antiproliferativas (35), redutoras de triglicerideo sérico e da hiperlipidemia (23),
antivirais (36), antioxidantes e estimulante do sistema antioxidante endégeno (37,
38), anti-inflamatéria, anticarcinogénica, radioprotetora, antidiabética,
gastroprotetora, antidiarreica e antimicrobiana (5), sendo tais fungdes associadas a

sua composigao fendlica.

3.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos, também denominados como acidos fendlicos e
polifendis, sdo metabdlitos secundarios que desempenham papéis importantes no
crescimento e reprodugdo das plantas, atuando na protegdo contra patégenos e
predadores, além de contribuirem para a cor e caracteristicas sensoriais de frutas e
vegetais. Estruturalmente, os compostos fendlicos compreendem ao menos um anel
aromatico contendo uma ou mais substituicbes hidroxila e podem variar de

moléculas simples a polimeros complexos (Figura 2) (39).
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Figura 2 - Exemplos de estruturas quimicas de alguns dos mais importantes grupos

de compostos fendlicos: acidos fendlicos (A), flavonoides (B) e taninos (C).
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Fonte: (A) Adaptado de Shabani, Rabiei & Amini-Khoei (40). Uso permitido pelos termos do Creative
Commons CC desde que propriamente citado; (B) Adaptado de Wadhwa et al. (41). Licenga de uso n°
5604380152832; e (C) Adaptado de Kaczmarek (42). Uso permitido pelos termos do Creative

Commons CC desde que propriamente citado.

Os acidos fendlicos mais abundantes nas plantas sdo os acidos
hidroxicinamicos (acido ferulico, acido sinapico, acido cafeico, acido p-cumarico,
acido clorogénico, acido rosmarinico, acido malico e acido shikimico) e os acidos
hidroxibenzoicos (acido galico, acido vanilico, acido protocatéquico) (43).

Ja os flavonoides sdo compostos polifendlicos com cerca de quinze
atomos de carbono em uma configuracdo C6-C3-C6 contendo dois anéis
aromaticos que s&o unidos por uma ponte de 3 carbonos (um anel heterociclico)
(44). Esta classe é subdividida em grupos que se diferenciam pela quantidade e
arranjo dos grupos hidroxila (-OH) e pela origem e propor¢cao de glicosilagcao e
alquilacdo desses grupos. Os subgrupos de flavonoides sao: flavonas, flavonois
(rutina, quercetina, kaempferol e miricetina), flavanonas, flavan-3-ols ou flavanois
(catequina, epicatequina, galocatequina e epigalocatequina), isoflavonas, chalconas
e antocianinas (43).

Os taninos s&o compostos fendlicos soluveis em agua que possuem um
sabor amargo e adstringente, com alto peso molecular (45). Neste grupo, também
chamado de polihidroxi flavan-3-ol-oligdmeros e polimeros, séo incluidos flavonoides
condensados (proantocianidinas A1, A2, C1 e procianidina B2), hidrolisaveis
(galotanino ou acido tanico polimerizado e elagitaninos) e complexos como a

acutissimina (43).
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As partes comestiveis de S. cumini possuem concentragdes significativas
de compostos fendlicos, variando de 995 a 1117 mg equivalente de acido galico
(GAE)/100 g (massa seca) (23). Estas substancias sao responsaveis por
caracteristicas sensoriais de cor, sabor e aroma da fruta, além das propriedades
bioativas associadas principalmente a acbes antioxidantes e anti-inflamatoérias.
Tavares et al. (11) revelaram em seu estudo a ocorréncia de 74 compostos fendlicos
nas partes comestiveis do fruto, incluindo 9 flavonois (glicosideos de miricetina,
laricitrina e siringetina), 19 flavandis (dihexosideos de dihidromiricetina e seus
derivados metilados), 8 monémeros de flavan-3-ol (principalmente galocatequinas),
13 galotaninos e 13 elagitaninos, junto com algumas protocianidinas (prodelfinidinas
galoiladas), acidos galico e elagico livres e 9 antocianinas (principalmente

delfinidina, petunidina e malvidina).
3.3. ANTOCIANINAS
3.3.1. Estrutura

As antocianinas sdo a mais importante subclasse de flavonoides
responsaveis pela cor caracteristica e diversas propriedades bioldgicas do jambolao
(10). Estes pigmentos sao glicosideos ou acil glicosideos de antocianidinas, as quais
compreendem estruturas flavilium com dois anéis aromaticos ligados por um anel
heterociclico de trés carbonos contendo oxigénio. A dupla ligacdo conjugada da
metade antocianidina constitui a cromosfera (18). Existem 6 antocianidinas mais
comuns (pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina),
cujas estruturas variam de acordo com a substituicdo glicosidica nas posi¢cdes 3 e 5
(44) (Figura 3).

Essas formas de antocianinas conjugam-se com acucares e acidos
organicos para gerar uma variedade de antocianinas com diferentes cores. Suas
cores variam do azul, ao final do espectro UV/Visivel, quando o anel B possui mais
grupos hidroxila, ao vermelho, na extremidade oposta do espectro UV/Visivel,

quando o anel B possui mais grupos metoxila (46).
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Figura 3 - Estrutura geral do cation flavilium com a numeragdo dos atomos e das 6

antocianinas mais comuns
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Em meio aquoso, como em alimentos, as antocianinas passam por
transformacdes estruturais reversiveis de acordo com o pH, evidenciada por
mudancas de cor (Figura 4). Em valores de pH abaixo de 2, o cation flavilium de cor
vermelha predomina. Entre pH 3 e 6, a hidratacdo do cation flavilium ocorre no C-2
para formar a pseudobase descolorida carbinol, que pode passar por uma abertura
de anel para uma chalcona amarela. Em condigbes préximas da neutralidade, a

desprotonagao do cation flavilium gera a base quinoidal de cor azul (18).

Figura 4 - Equilibrio em diferentes faixas de pH das antocianinas
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Fonte: Adaptado de Qin et al. (47). Licenca de uso n°® 5604400411562 .
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A diversidade estrutural aumenta através da glicosilagdo de antocianinas
com um ou mais acucares e da acilacdo de moléculas de acucar com acidos
organicos através de ligacdes éster. Ambas glicosilagdo e acilagdo modificam o
tamanho molecular e a polaridade de antocianinas e podem eventualmente alterar
suas propriedades fisico-quimicas. A glicosilagdo aumenta a solubilidade em agua,
enquanto a acilagdo diminui a solubilidade (48) e aumenta sua estabilidade
protegendo o cation flavilium de sofrer hidratacdo e consequente perda da estrutura
do cation (49).

O perfil de antocianinas identificado no jamboldo é dominado por
antocianidinas tri-substituidas no anel B, ou seja, 3,5-O-diglicosideos de delfinidina
(23-45%), petunidina (32-25%) e malvidina (15-38%). Os 3,5-O-diglicosideos de
antocianidinas dissubstituidas no anel B, ou seja, cianidina e peonidina, juntamente
com os 3-O-glicosideos de delfinidina, cianidina, petunidina e malvidina, também
foram encontrados em menores quantidades (porcentagens molares abaixo de 4%)
(11). Em comparagado com outras frutas conhecidas como fontes de antocianinas, o
conteudo deste composto no jambolao (771 mg/ 100 g, massa seca) (50) é superior
ao do mirtilo (365 mg/ 100 g), ao do morango (38,7 mg/ 100 g), ao da amora (215,5
mg/ 100 g) (51) e pode ser comparado ao teor de antocianinas da jabuticaba (802,90
mg/ 100 g) (52).

Além de seu potencial de uso como corante natural, diferentes atividades
biolégicas tém sido associadas as antocianinas. Estudos tém trazido fortes
evidéncias dos efeitos benéficos do consumo desse composto sobre varias
patologias, especialmente aquelas com componente inflamatério. O mecanismo de
acao das antocianinas pode ser explicado, em parte, por sua capacidade
antioxidante, anti-inflamatéria, assim como de modulagao de diferentes aspectos da
fisiologia do trato gastrointestinal, o que acaba por resultar em um efeito sistémico
(53). Sun et al. (54) investigaram o efeito terapéutico do extrato de antocianinas da
casca de feijdo preto sobre a microbiota intestinal e o metaboloma sérico, os
resultados mostraram uma melhora na glicemia, no estresse oxidativo e nas
respostas inflamatodrias, além da mitigagdo dos disturbios do metabolismo lipidico
em ratos. Peng et al. (55) relataram que o tratamento a longo prazo de ratos com um
extrato isolado de goji berry rico em antocianinas e polifendis levou a regulagao do
status antioxidante no figado (T-AOC, T-SOD, CAT, GSH e GSH-Px aumentaram e
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AST, ALT, ALP e MDA diminuiram), do status anti-inflamatério no célon (a expressao
do mRNA de iNos, Cox-2, Tnf-a, II-6, II-18 e Ifn-y foi significativamente reduzida), da
barreira intestinal e da microbiota intestinal (proliferacdo de Barnesiella, Alistipes,
Eisenbergiella, Coprobacter e Odoribacter). Além desses efeitos, o conteudo de
acidos graxos de cadeia curta no conteudo cecal e nas fezes foi aumentado,
mostrando o potencial de utilizar extratos ricos em antocianinas como ingrediente

funcional em alimentos e farmacos.

3.3.2. Estabilidade e aplicagao em alimentos

Apesar de seu potencial tecnolégico, nutracéutico e farmacoldgico, a
utiizacdo de antocianinas como aditivos alimentares € limitada por sua baixa
estabilidade e interagdo com outros componentes da matriz alimentar (18). A
estabilidade das antocianinas esta relacionada com o quao suscetivel os cations
flaviium estdo a conversao para as formas de chalcona e pseudobase carbinol
descolorida (48). A cor e a estabilidade de antocianinas sao influenciadas por fatores
intrinsecos como estrutura quimica e concentragdo desses compostos; e por fatores
extrinsecos como temperatura, pH, exposicao a luz, presenga de oxigénio, enzimas,
ions metalicos, outros flavondides e fendlicos, acido ascoérbico, agucares e sulfitos
(18).

Estes compostos também s&o instaveis durante o processo de digestao
devido ao pH intestinal, a acdo de enzimas digestivas e a biotransformagao pela
microbiota intestinal, o que limita seu uso bioldgico devido a relativa baixa
biodisponibilidade (16). Dadas as propriedades benéficas das antocianinas, sua
efetividade em tratar e prevenir doencas depende de sua biodisponibilidade e
bioacessibilidade. Bioacessibilidade é definida como a fragdo do composto que é
liberado da matriz alimentar e fica disponivel para absorgédo pelo intestino. Ja a
biodisponibilidade esta relacionada a estabilidade digestiva, liberacdo da matriz
alimentar e eficiéncia de seu transporte transepitelial (56). Embora as antocianinas
possam ser diretamente absorvidas pelas células epiteliais no intestino delgado, é
dificil transferir antocianinas para o trato intestinal devido a sua instabilidade as
condigbes dessa regiao. Portanto, o desafio agora & garantir a protecao dessas

moléculas contra deterioragc&o, garantindo sua biodisponibilidade (57).



26

3.4. METODOS DE EXTRAGCAO DE ANTOCIANINAS E OUTROS
COMPOSTOS FENOLICOS

Atualmente, as pesquisas tém focado na busca por melhores fontes do
pigmento em questdo e na otimizagao da eficiéncia de extragcado e da estabilidade
(18). A produgao de extratos com altos niveis de antocianinas a partir de fontes
naturais acessiveis tem sido considerada como um eixo de pesquisas voltadas para
as industrias de alimentos, farmacéutica e cosmética. Neste sentido, € importante
desenvolver estudos que avaliem métodos de extracdo de polifendis visando alto
rendimento e preservagdo dos bioativos, bem como, viabilizar as aplicagbes
tecnologicas (50).

Os métodos convencionais de extracdo de bioativos consistem em sua
maioria na maceragao do substrato vegetal com um solvente, técnica essa que é
chamada de extragcdo solido-liquido. Todavia, esses métodos requerem longos
tempos de extracdo, o que pode levar a degradagdo dos compostos fendlicos se
realizados em alta temperatura, além do que o uso de solventes potencialmente
téxicos como metanol, acetona ou hexano tornando os fendlicos removidos
inseguros para serem usados como ingrediente alimentar. Portanto, é importante
usar temperatura segura e ideal, além de solventes GRAS, para obter um extrato
fendlico de qualidade a partir de matrizes vegetais (58).

O tipo de tratamento fisico aplicado a amostra também pode impactar o
mecanismo de extragcao, podendo gerar um aumento nos rendimentos e causando
diferentes seletividades de extracdo. A extracdo seriada exaustiva € um método de
facil adaptacao, acessivel, escalonavel e apropriado para a obtencdo de compostos
sensiveis como compostos fendlicos, que podem passar por degradacao térmica
mesmo em temperaturas médias (60-80°C) utilizadas nos métodos de extracao
convencionais (59), ja que ha a opgédo de nao utilizar altas temperaturas e ainda
permite extragdes refrigeradas a depender do equipamento auxiliar utilizado, como
por exemplo, centrifugas, além de gerar bons rendimentos pois pode ser conduzida
até o esgotamento da amostra (60).

O aprimoramento da performance das técnicas convencionais de extracao
pode ser alcangado através do uso de tecnologias de assisténcia aos processos,
como o ultrassom, o qual proporciona a redugao do tempo de extragao, gerando

economia de energia e de solvente através de mecanismos de intensificacdo. Desta
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forma, possibilitando o aumento dos rendimentos de extragcdo e da seletividade de
compostos (15).

O mecanismo da técnica de extragdo assistida por ultrassom (EAU) é
atribuido a cavitagdo resultante da proliferagdo de ondas sonoras, cujos efeitos
fisicos, quimicos e mecanicos se dao pela formagdo, seguida pelo colapso de
microbolhas (61), que rompem parcialmente as paredes celulares das plantas
facilitando a transferéncia dos compostos de interesse para o solvente. A EAU utiliza
equipamentos que geram ondas ultrassoénicas, sejam estes na forma de banho ou
de sonda. O método permite variar a concentracdo e o tipo de solvente, tempo,
temperatura e os parametros de sonicagao (intensidade, frequéncia e amplitude)
visando aumentar o rendimento e/ou seletividade da extracdo do composto de
interesse (58). Através do emprego da tecnologia de ultrassom, extragoes completas
podem ser concluidas em menor tempo com alta reprodutibilidade, reduzindo o
consumo de solvente, simplificando a manipulacdo e processamento, dando maior
pureza ao produto final, eliminando pods-tratamento de aguas residuais e sem a
necessidade de aplicacdo de altas temperaturas por periodos prolongados, que
normalmente s&o empregadas em extragdes convencionais como Soxhlet,
maceracao ou destilacdo. Diversas classes de componentes alimentares, como
aromas, pigmentos, antioxidantes e outros compostos organicos e minerais podem
ser extraidos, analisados e formulados de forma eficiente a partir de uma variedade
de matrizes, principalmente tecidos animais, microalgas, leveduras, alimentos e
materiais vegetais (62).

Estudos recentes tém buscado otimizar as condicdes de extracdo
assistida por ultrassom com o objetivo de maximizar a obtengdo de compostos
fendlicos e antocianinas, avaliando a influéncia de parametros como composigao de
solvente, poténcia de sonicagao, tempo e temperatura no rendimento e atividade
antioxidante dos compostos bioativos oriundos de diversas matrizes vegetais (63,
64, 65). Pinela et al. (66) avaliaram a influéncia do tempo, temperatura, composi¢cao
do solvente e poténcia de ultrassom na extragdo de antocianinas dos calices das
flores de hibisco para a produgao de um corante alimentar de fonte natural, obtendo
resultados de 51,76 mg/ g de residuo, alcangando um rendimento de extragdo com
valores mais altos do que o relatado na literatura, através da utilizagao desta técnica.
Sabino et al. (14) avaliaram a extragcdo de antocianinas de jamboldo utilizando

equipamentos de sonda e banho de ultrassom, e obteve os maiores rendimentos de
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extracdo utilizando o sonicador de sonda com poténcia de 5000 WI/L, tempo de
extragao de 7,5 min utilizando etanol 79,6% como solvente, obtendo valores de 60,5
mg cianidina-3-O- gicosideo eq. por grama de fruta seca, valor 4 vezes mais alto do
que o obtido pela extragao seriada exaustiva avaliada neste mesmo trabalho.

Porém, além de buscar a otimizagcdo dos métodos de extracdo de
compostos bioativos, € necessario implementar estratégias que contribuam para
preservacdo e estabilizacdo destes compostos, como por exemplo, técnicas de

encapsulacéao.

3.5. ENCAPSULACAO
3.5.1. Definigao, aplicagées e funcionalidades

A encapsulacdao é definida como uma técnica na qual as substancias,
estejam elas no estado sdlido, liquido ou gasoso (nucleo ou ativo), sdo envolvidas
por um agente encapsulante. O sistema pode ser formulado para liberar seus ativos
gradualmente por meio de estimulos que provocam o rompimento da parede, como
aquecimento, solvatagao, difusdo e pressdo, como também podem ser elaborados
de forma a liberar os ativos em locais especificos do corpo (56).

Microparticulas e nanoparticulas tém sido estudadas como ingredientes
na industria alimenticia devido as suas propriedades fisico-quimicas e atributos
funcionais especificos. Os limites de tamanho distinguem micro e nanoparticulas
ainda estdo em debate. Em geral, para nanoparticulas, considera-se que pelo
menos uma dimensao nao deve exceder 100 e 200 nm (67).

Sistemas de encapsulagdo na escala nano apresentam vantagens com
relagdo aos sistemas na escala micro, como, por exemplo, maior estabilidade
termodinamica, maior bioacessibilidade, solubilidade e biodisponibilidade dos
bioativos, atuando na funcionalidade e caracteristicas sensoriais, taxas de difusdo
mais rapidas e taxas de penetragdo mais altas através de barreiras bioldgicas, o que
pode impactar reagdes interfaciais como oxidagao ou digestao (68). Estas diferengas
sao atribuidas principalmente a dois efeitos: (i) o pequeno tamanho e (ii) a elevada
relacdo superficie/volume (67).

A encapsulacdo também oferece solugdes para problemas relacionados
ao processamento, transporte, armazenamento e manuseio de compostos bioativos,

disfarca sabores e aromas indesejaveis, facilita a aplicagdo em produtos e em
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alimentos e evitam a interacdo desses compostos com outras espécies reativas
presentes em matrizes alimentares (69).

As particulas sintetizadas com biopolimeros podem ser classificadas de
acordo com a estrutura, em esferas e capsulas. No caso das esferas (Figura 5a)
(estrutura homogénea) o principio bioativo € disperso uniformemente dentro da
matriz polimérica; no caso das capsulas (Figura 5b) (montagem nucleo-casca) o
composto encapsulado encontra-se incorporado em um nucleo circundado pela
membrana polimérica que pode apresentar espessura variada (19). A formacao
especifica dessas estruturas depende do tipo de material do nucleo e da parede,

como também da técnica escolhida para a produgéo das particulas (56).

Figura 5 - Estruturas de nanoparticulas poliméricas: a) esferas e b) capsulas

a) b)

Fonte: Adaptado de Joye & McClements (2013). Licenga de uso n® 5627140467772.

3.5.2. Técnicas de Encapsulagao

Varias técnicas tém sido estudadas no design de micro e nanoparticulas
carregadas com compostos bioativos. Em geral, as técnicas usadas para fabricar
nanoparticulas podem ser classificadas como ‘top-down’, em que ocorre a quebra
dos materiais de tamanho macro em particulas na escala nano usando técnicas
como homogeneizagdo de alta pressao, microfluidizagdo e emulsificagdo por
ultrassom, ou ‘bottom-up’, que envolve a producdo de nanoparticulas a partir de
atomos ou moléculas individuais por meio de ‘self-assembly’ ou “auto-montagem”
(70, 71). Para aplicagcdo em larga escala, esses processos devem se mostrar
comercialmente viaveis devendo, portanto, ser econémicos, usar solventes nao
toxicos, ser aplicaveis a ingredientes de qualidade alimentar e facilmente
escalonaveis.

Dentre os métodos que tém sido estudados para a produgdo de

nanoparticulas contendo compostos fendlicos, antocianinas ou extratos ricos nessas
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substancias pode-se citar: emulsificacdo (72, 73, 74, 75), nanolipossomos (76),
‘self-assembling’ ou “auto-montagem” (16), coacervagao (77), gelificagao i6nica (78),
ultrassom (21), electrospinning (79) e precipitacdo em antissolvente ou
nanoprecipitagao (80).

Os métodos boftom-up mais usados sdo emulsificacdo espontanea e a
precipitacdo de antissolvente. A emulsificacido espontanea é usada principalmente
para a criacao de nanoparticulas lipidicas e normalmente envolve uma mistura de
surfactante/dleo em agua, o que leva a formacédo espontédnea de nanoparticulas
lipidicas. A precipitagdo antissolvente € adequada para a produgdao de
nanoparticulas a partir de diferentes ingredientes de grau alimenticio além de
permitir a produgdo de particulas muito pequenas com um controle aprimorado
sobre as propriedades das particulas, como tamanho, morfologia e estado fisico
(71).

O método de precipitagdo antissolvente, ou nanoprecipitacdo, € um
processo direto e rapido que difere dos métodos baseados em emulsao (técnicas de
emulsificagcao-difusdo, emulsao-evaporacdo e salinizagao), ndo sendo necessario
um agente emulsificante. Este método traz como vantagens velocidade, facilidade e
simplicidade na fabricacdo de nanoparticulas (20). E uma tecnologia atraente, pois
nao ha necessidade de equipamentos especializados e condigdes de operagao
complexas, os custos associados s&o relativamente baixos e a técnica pode ser
aplicada para processos em larga escala (71).

Na pratica, uma das formas de executar a precipitagdo antissolvente é
pela adigdo de um soluto a uma solugao nao-solvente para induzir a supersaturagao,
que induz a precipitacdo. Essa técnica requer uma seleg¢ao cuidadosa e adequada
das fases solvente e antissolvente levando em consideragdo a natureza dos
biopolimeros ou compostos usados para produzir as nanoparticulas. Varios liquidos
podem ser utilizados como solvente e antissolvente, como agua ou solventes
organicos (etanol e acetona). Ha diferentes etapas de producdo no processo de
precipitacdo de antissolventes: geragdo de supersaturacéo; nucleagao, crescimento

de cristais e coagulacao (71).

3.5.3. Agentes encapsulantes

Pesquisas recentes tém mostrado a importancia de reduzir o uso de

materiais sintéticos na produg¢ao de nanoparticulas, ja que estes podem apresentar
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riscos toxicolégicos quando consumidos, substituindo-os por fontes biopoliméricas
como proteinas e gelatina e alguns polissacarideos como gomas, celulose,
quitosana, agarose, pectina e amido (20). A precipitacao antissolvente € um método
promissor na producédo de nanoparticulas a partir de polissacarideos e/ou proteinas
(71).

Os materiais de parede formulados com a combinacgao de polissacarideos
e proteinas tém mostrado eficiéncia na estabilizacdo de extratos bioativos por
encapsulacdo devido a seus efeitos combinados de promoverem o aumento da
viscosidade, da repulsdo eletrostatica e do conteudo sélido total. Enquanto os
polissacarideos sao responsaveis pela gelificagdo ou aumento da viscosidade, as
proteinas conferem a estabilidade por serem de natureza anfifilica (21).

A producdo de micro e nanoparticulas a base de proteinas do soro do
leite tem demonstrado eficacia na melhora da solubilidade e biodisponibilidade de
bioativos, sejam estes hidrofébicos ou hidrofilicos (81). Essas proteinas representam
de 18 a 20% da proteina total do leite e sdo obtidas a partir do soro gerado como
subproduto da precipitagdo da caseina ou por extragcdo direta do leite usando
tecnologias modernas de concentracdo e isolamento de proteinas de alimentos. A
proteina do soro do leite € composta principalmente de B-lactoglobulina (B-Lg),
a-lactalbumina (a-La), imunoglobulina e albumina de soro bovino (BSA), que séo
reconhecidas por possuirem excelentes atividades biolégicas. Essa diversidade de
grupos funcionais e estruturas moleculares faz dela um agente encapsulante de
caracteristicas unicas, que permitem que essas proteinas se liguem a diversos
compostos atuando na melhora de suas estabilidades fisica e quimica (82).

As propriedades fisico-quimicas das pectinas despertaram interesse para
aplicacdo tecnoldgica desse polissacarideo no desenvolvimento de nanoestruturas
para o transporte de farmacos e compostos bioativos visando liberacao intestinal
controlada, devido ao seu baixo custo e alta eficiéncia de encapsulagdo. E o
polissacarideo vegetal mais abundante na natureza depois da celulose. As pectinas
sao biopolimeros anidnicos naturais e sao classificadas como heteropolissacarideos
complexos compostos por acido D-galacturénico unidos por ligagbes glicosidicas
a-1,4, com acido 1-4-a-D-galactopiranurénico — GalpA (acido galacturdnico), que
compreende cerca de 70% da estrutura da pectina. As pectinas possuem
propriedades importantes para a saude e uma ampla gama de aplicagdes

tecnoldgicas. Por ser considerada uma fibra soluvel, sua ingestdo pode melhorar a



32

absor¢cdo de nutrientes e saciedade, controlar os niveis de glicose no sangue e
reduzir o colesterol enquanto modula a microbiota intestinal de forma benéfica. Em
relagdo as aplicagdes tecnoldgicas, as pectinas tém sido amplamente utilizadas na
industria alimenticia como espessante, emulsificante, gelificante, texturizante e na
preparagao de embalagens para protegdo e armazenamento de alimentos (83).

Apesar da nanoencapsulagcao de compostos bioativos ter despertado o
interesse dos cientistas nos ultimos anos, observa-se uma caréncia de trabalhos
robustos sobre esse tema quando se trata de antocianinas. Muitos trabalhos que
tratam de encapsulacdo de antocianinas (16, 17, 66, 73, 74, 76, 77, 79, 84, 85, 86),
mostram que ainda ha uma dificuldade de se obter eficiéncias de encapsulacao
acima de 80% e menores tamanhos de particulas, dado que a maior parte dos
trabalhos sobre encapsulacdo de antocianinas obtém produtos na escala dos
micrédmetros, apresentam caracterizagcdes inconclusivas, além de explorarem muito
pouco a biodiversidade das fontes de antocianinas, ja que as fontes mais estudadas
sdo as ‘berries’ ou antocianinas comerciais purificadas.

Considerando, portanto, o potencial para aproveitamento de frutos de
jamboldo, dado o seu potencial bioldégico e nutricional associado ao alto teor de
polifendis e de antocianinas; o efeito tecnologias de assisténcia ao processo de
extracdo em comparagao aos métodos convencionais; a escassez de estudos sobre
a obtencdo de nanoparticulas contendo compostos fendlicos, em especial
antocianinas, pelo método de nanoprecipitacdo; esta pesquisa tem por objetivo
desenvolver um método de produc¢ao de nanoparticulas a base de proteinas do soro
do leite e pectina contendo compostos fendlicos e antocianinas de jambolao, e
caracteriza-las com relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas e atividade

antioxidante in vitro.
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4. METODOLOGIA

41. MATERIAL VEGETAL

Os frutos maduros de Syzygium cumini (L.) Skeels foram obtidos de
cultivos domésticos na cidade de Natal, no estado do Rio Grande do Norte/ Brasil,
no periodo de janeiro a fevereiro de 2023. Um espécime dessa planta foi depositado
no Herbario da Universidade Federal do Rio Grande do Norte sob o tombo n°® 27098.
A pesquisa foi registrada no Sistema de Gestdo do Patriménio Genético Nacional e
Tradicionais Associados (SISGEN) com o codigo ADAEQ32.

4.2. PROCESSAMENTO DA AMOSTRA

O processamento da amostra ocorreu de acordo com os procedimentos
estabelecidos no Laboratério de Analises de Alimentos do Departamento de
Nutricdo/ UFRN. Os frutos foram misturados e higienizados, sendo suas sementes
separadas manualmente da por¢do comestivel (polpa e casca), que foram entédo
submetidas a congelamento e liofilizadas a -50 °C sob pressao de 0.6 Pa e vacuo/
48 h. Apds a secagem, as amostras foram trituradas em liquidificador doméstico e
peneiradas em malha de 20 mesh para a obtengcdo de um po fino, e armazenadas

(-20°C) em embalagem escura até o momento dos testes.

4.3. CARACTERIZACAO DA POLPA E CASCA DE JAMBOLAO
4.3.1. Determinagdao da composi¢cdao centesimal da polpa e casca de
jambolao

A avaliagdo da composicdo centesimal foi feita através da determinacao
dos teores de umidade, cinzas, proteinas, lipidios e fibras de acordo com os
métodos da AOAC (87). O teor de carboidratos disponiveis foi estimado pela
diferenca dos valores de composi¢cao determinados experimentalmente, subtraido de
100%. Para o calculo do valor calérico utilizou-se os coeficientes de Atwater (88), ou
seja, para proteinas, 4,0, carboidratos, 4,0, lipidios, 9,0, por grama do
macronutriente. A determinacao da fibra alimentar insoltvel, fibra alimentar soluvel e
fibra alimentar total das polpas foi realizada no Instituto de Tecnologia do Parana —
TECPAR por método enzimatico-gravimétrico, protocolo 985.29 da AOAC (89). As

demais analises foram realizadas no Laboratério de Analises de Alimentos do
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Departamento de Nutricdo, em triplicata e em base seca, com excecao da analise de

umidade (realizada com amostra in natura).

4.3.2. Analise granulométrica

A farinha de jambolao liofilizada (30 g) foi submetida a tamisagao manual
em peneiras com aberturas de malha, em mesh, de 10 (2,0 mm), 18 (1,0 mm), 35
(0,50 mm), 60 (0,250 mm), 115 (0,124 mm) e 230 (0,061 mm), As quantidades
retidas em cada peneira foram pesadas e expressas em porcentagem. Esta analise
foi realizada no Laboratério de Sedimentacdo do Departamento de Geologia da
UFRN.

44, EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS PELOS METODOS

CONVENCIONAIS E ASSISTIDA POR ULTRASSOM

A extracao convencional solido-liquido em banho-maria (EC) foi adaptada
de Tantratian et al. (90). Para isso, o jambolao liofilizado foi adicionado a um tubo
Falcon e suspenso em solvente (etanol 70% acidificado com acido trifluoracético
0,1%) na proporgéo de 1:25 p/v (g de fruta seca/ mL de solvente). A extracéo foi
realizada com aquecimento em banho-maria a 70°C em dois ciclos de 1h. Ao final do
primeiro ciclo a mistura foi filtrada em papel filtro qualitativo, o residuo foi suspenso
em solvente, submetido ao aquecimento em banho maria por mais 1 hora e filtrado.

A extracdo exaustiva (EE) foi realizada com agitagcdo (Agitador de
solugdes Phoenix AP-59), seguida de centrifugacao sob refrigeracdo (Fanem
Excelsa® 4, modelo 280-R) a 2540 x g a 25 °C por 20 min (14). O jamboléo
liofilizado foi adicionado a um tubo Falcon e suspenso em solvente na proporcéo de
1:6 p/v (g de fruta seca/ mL etanol 70% acidificado com acido trifluoracético 0,1%). O
procedimento foi repetido trés vezes até o residuo se tornar incolor, sendo o volume
ajustado ao final da extragdo para atingir a proporgéo de 1:25 p/v (g de fruta seca/
mL de solvente).

A extracao assistida por ultrassom (EAU), ilustrada na Figura 6, se deu de
acordo com descrito por Sabino et al. (14) com adaptagdes. O jambolao liofilizado foi
adicionado a um Erlenmayer de 250 ml e suspenso em solvente (etanol 70%
acidificado com 4acido trifluoracético 0,1%) na proporcao de 1:25 p/v (g de fruta seca/

ml de solvente), e submetidos a sonicagdo usando um banho de ultrassom (Schuster
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L200) operando a 40 kHz e poténcia nominal de 135 W, a uma temperatura média
de 30 °C/ 20 minutos, seguida de centrifugacado (2540 x g, 25 °C /10 min), para

separacgao do sobrenadante.

Figura 6. Etapas da obtencdo do extrato de jamboldo: a) frutos frescos, b) polpa
liofilizada, c) e d) Extragdo Assistida por Ultrassom, e) e f) extrato concentrado por

evaporacao.

Fonte: Acervo pessoal.

Os extratos tiveram os volumes ajustados na proporgéao de 1:25 p/v (g de
fruta seca/ mL de solvente), foram liofilizados e armazenado sob abrigo da luz a

-20°C até as analises, quando foram resuspensos mantendo a propor¢ao de 1:25

p/v.
4.5. CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS
4.51. Compostos Fenodlicos Totais

O teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT) foi expresso em
equivalentes de acido galico (mg GAE/g polpa seca) (91). Amostras diluidas dos
extratos (150 ul), agua destilada (2400 ul) e reagente Folin-Ciocalteu (150 pl) foram
homogenizados e deixados em repouso por 3 min, seguido pela adicdo de uma
solugdo saturada de carbonato de sodio (300 ul). A mistura foi mantida no escuro

por 120 min. A absorbancia foi medida a 725 nmem espectrofotometro (Bel
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Photonics 1105). A curva de calibragéo foi preparada a partir de solugbes de acido
galico nas concentragbes de 25 a 200 ug/ml. A analise foi realizada no Laboratério

de Analises de Alimentos do Departamento de Nutricdo-UFRN.

452, Antocianinas Monomeéricas Totais

As antocianinas monomeéricas totais (AMT) foram determinadas pelo
método do pH diferencial descrito por Lee et al. (44). A primeira diluigdo das
amostras foi realizada em tampéao cloreto de potassio 0,025 M, pH = 1,0 e uma
segunda diluicdo, nas mesmas proporgdes, foi realizada em tamp&o acetato de
sédio 0,4 M, pH 4,5. As absorbancias foram medidas em espectrofotdmetro (Bel
Photonics 1105) a 510 e 700 nm. As diferengas entre as absorgdes dos sistemas de
diluicdo foram avaliadas usando as equagdes (1) e (2) abaixo. Os resultados foram
entdo expressos em equivalentes de cyanidin-3-glucoside. A analise foi realizada no

Laboratério de Analises de Alimentos do Departamento de Nutricdo-UFRN.

A=

B 700nm) 1 - [(ASZOnm B A700nm) ] Eq. 1

[(A
520nm pH=1,0 pH=4,5

AxMWx FD xV x1000

AMT (cyd — 3 — glueq. mg/L) = Eq. 2

MxLxm
a

Onde: M,, é o peso molecular da cyanidin-3-glucoside = 449,2 g/mol; FD:
Fator de diluigdo da amostra em tampao; V: volume do tampado em ml; M,:
coeficiente de extingdo = 26.900 mol/ L x cm; L: comprimento ético da cubeta (1 cm);

m: massa de amostra.

4.5.3. Atividade Antioxidante in vitro

O ensaio de inibigdo do radical ABTS" foi baseado no método proposto
por Rufino et al. (92) e Morais et al. (93) com adaptagbes. As analises foram
realizadas no Laboratério de Compostos Bioativos do Laboratério de Engenharia de
Alimentos- LEA/ UFRN.

A solugdo do radical ABTS" foi preparada através reagdo da solugao
estoque de 7 mM de ABTS com persulfato de potassio 145 mM, deixando a mistura
repousar no escuro a temperatura ambiente de 12 a 16 horas antes do uso. A
solucao ABTS® foi diluida até uma absorbancia de 0,80 £ 0,02 a 734 nm. Em

seguida, 40 pL de amostra diluida (80x) ou padrao trolox (acido



37

6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil croman-2-carboxilico) foram adicionados em 260 uL da
solucdo ABTS" e as absorbancias a 734 nm foram medidas. Uma curva de Inibicdo
foi construida com concentragdes de 0,03 a 0,3 mg/ml dos extratos para determinar
a concentragdo que reduz a atividade do radical ABTS+ em 50% (IC50). Solugdes
etandlicas de concentracbes de 50 a 250 umol de trolox foram usadas para
preparacido de uma curva de calibracdo para expressar os resultados como umol

equivalentes de trolox/ ml de extrato e por grama de polpa seca.

4.5.4. Identificagcao dos compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC)

Para a identificagcdo dos compostos fendlicos por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC), os extratos foram concentrados por rotaevaporacao e
liofilizados. Os resultados foram expressos em mg/ kg de extrato liofilizado.

Os compostos fendlicos foram determinados em um cromatografo
WATERS (modelo Aliance €2695) acoplado com DAD e deteccdo de fluorescéncia
(FD), de acordo com o método descrito por Coelho et al. (24). No DAD, foram
utilizados os seguintes comprimentos de onda: 220 nm para deteccdo dos
compostos catequina, epicatequina galato e procianidina B1; 320 nm para
resveratrol e acidos cafeico, caftarico, clorogénico e p-cumarico; e 360 nm para
kaempferol 3-glicosideo, quercetina 3-glicosideo, miricetina, isorhamnetina e rutina.
Para a detecgao de cianidina 3,5-diglicosideo, delfinidina 3-galactosideo, malvidina
3-glicosideo, malvidina 3,5-diglicosideo  cianidina 3-glicosideo, peonidina
3-glicosideo, petunidina 3-glicosideo delfinidina 3-glicosideo e pelargonidina
3-glicosideo, foi utilizado um comprimento de onda de 520 nm. Para a detecg¢ao por
fluorescéncia, a excitagdo foi em 280 nm e a emissdo em 360 nm para os
compostos epicatequina, procianidina A2, procianidina B2 e acidos acido galico e
siringico. Foram usadas uma coluna Gemini NX C18, 150 x 4,60 com particulas
internas de 3 ym e uma pré-coluna Gemini NX C18 4,0 x 3,0 mm. Tanto a coluna
quanto a pré-coluna foram produzidas pela Phenomenex. A temperatura do forno foi
de 40°C e o volume de inje¢ao foi de 10 yL, com uma vazédo de 0,6 mL/min. O
gradiente utilizado na separagao foi de 0 min: 100% A; 18 min: 87,5% A, 2,5% B e
10% C; 30 min: 83,5% A, 3,2% B e 13,3% C; 36 min: 75% A, 5% B e 20% C; 48,5
min: 65% A, 8,3% B e 26,7% C; 50 min: 65% A, 8,3% B e 26,7% C; 65 min: 100% A;

70 min: 100% A. As fases moéveis foram as seguintes: fase A — agua ultrapura com
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acido fosforico até atingir pH 2,05; fase B — metanol; e fase C- acetonitrila. A
linearidade para cada composto foi confirmada considerando o valor de R® das
curvas de calibracdo que variaram de 0,997 a 0,999. Os limites de deteccao
variaram de 0,02 a 0,3 mg/L para procianidina B2 e epigalocatequina,
respectivamente, e os limites de quantificagdo variaram de 0,05 a 1,00 mg/L para

procianidina A2 e malvidina 3-glicosideo, respectivamente.

4.6. ENCAPSULACAO DO EXTRATO BRUTO

A encapsulacao do extrato bruto rico em antocianinas e outros compostos
fendlicos do jamboldo obtido por extragao assistida por ultrassom foi realizada por
meio da técnica de nanoprecipitagao, escolhida a partir de testes preliminares que
compararam diferentes técnicas de encapsulagao, sendo elas a nanoprecipitacédo e
a emulsificacdo A/O. Essa etapa foi realizada no Laboratério de Anadlises de
Alimentos do Departamento de Nutrigdo-UFRN

Para a técnica de nanoprecipitagao, foi necessaria a formulacado de duas
fases: a fase solvente, na qual estavam contidos os compostos a serem
encapsulados, os agentes encapsulantes e o tensoativo; e a fase antissolvente,
composta de um solvente organico, no qual a solugao anterior foi injetada até gerar
a supersaturagao e precipitar as particulas. Testes prévios foram realizados no
sentido de estabelecer as condigdes em cada etapa do processo até a obtencao do
material encapsulado com caracteristicas satisfatérias.

Neste estudo, foi avaliada a influéncia do tipo de proteina utilizada como
agente encapsulante em combinagdo com a pectina, e da composicdo da fase
antissolvente nas caracteristicas fisicas e quimicas das particulas produzidas. As
demais variaveis do processo foram fixadas tendo como base os testes preliminares
e os trabalhos anteriormente desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa em Nutricdo e
Substancias Bioativas para Saude do Programa de Pds-graduagcdo em Nutricdo da
UFRN (94).

Para a encapsulacdo por nanoprecipitacdo, o sobrenadante obtido da
EAU foi concentrado em rotaevaporador, liofilizado e armazenado a -20°C em frasco
escuro. A quantidade de extrato bruto liofilizado utilizada foi definida de acordo com
o teor de antocianinas, de modo que fossem adicionados 20 mg do pigmento ao
sistema. Foram desenvolvidas duas formulagbes, ambas contendo

aproximadamente 7,33% (2,2 g) do extrato de jamboldo liofilizado - EJL (20 mg de
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antocianinas e 97 mg de fendlicos totais), 1,67% (0,5 g) de pectina citrica de baixa
metoxilacdo (PEC) (GRINDSTED® Pectin YSF357 fornecida pela International
Flavors & Fragrances Inc. IFF), e 5% proteina do soro do leite concentrada - EWPC
(1,5 g) (Nutri Whey 800F), ou proteina do soro do leite isolada - EWPI (1,5 g) (Nutri
Whey Isolate 1), ambas fabricadas pela Frieslandcampina®, fornecidas pela
MasterSense Ingredientes e Aromas®. As formulagdes sdo apresentadas na Tabela

1 abaixo.

Tabela 1. Formulacdes desenvolvidas para as e composi¢cdes das fases solvente e

antissolvente avaliadas.

Materiais utilizados Composigdo da fase

Codigo da formulagao Antissolvente
EWPC100 Acetona Absoluta
EWPC70 EJL + PEC + WPC Acetona 70% v/v
EWPC50 Acetona 50% v/v
EWPI100 Acetona Absoluta
EWPI70 EJL + PEC + WPI Acetona 70% v/v
EWPI50 Acetona 50% v/v

EJL- extrato de jambolao liofilizado; PEC- pectina; WPC- proteina do soro do leite concentrada; WPI-
proteina do soro do leite isolada; EWPC100- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite
concentrada precipitado em acetona absoluta; EWPC70- encapsulado em pectina e proteina do soro
do leite concentrada precipitado em acetona 70% v/v; EWPC50- encapsulado em pectina e proteina
do soro do leite concentrada precipitado em acetona 50% v/v; EWPI100- encapsulado em pectina e
proteina do soro do leite isolada precipitado em acetona absoluta; EWPI70- encapsulado em pectina
e proteina do soro do leite isolada precipitado em acetona 70% v/v; e EWPI50- encapsulado em

pectina e proteina do soro do leite isolada concentrada isolada precipitado em acetona 50% v/v.

Todas as solugbes foram preparadas pela dissolugdo dos componentes
em agua destilada a temperatura ambiente, com excecdo da pectina que foi
aquecida e solubilizada a 70 °C. Apds resfriada, a pectina foi deixada para interagir
com o extrato ‘overnight'. As proteinas, separadamente, também foram preparadas
com antecedéncia e deixadas para hidratar ‘overnight de modo a garantir a
solvatacao das cadeias. Apds esse tempo, a mistura PEC+EJL foi adicionada a
solugéo de proteinas e mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por

3 h. Em seguida, foi adicionado Tween 80 na propor¢ao de 10% e o volume total da
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solugdo de injegao foi ajustado para 30 ml. O sistema permaneceu em agitagao
magnética por mais 1h. As composicoes formulagbes das fases antissolventes
avaliadas neste estudo foram acetona absoluta, 70% e 50% v/v. A Figura 7 ilustra as
etapas para a obtencdo das particulas pela técnica pelo processo de

nanoprecipitagao.

Figura 7. Etapas da nanoprecipitagdo: a) solugcao de EJL, b) extrato + pectina, c)
solugéo contendo a fase solvente da formulagdo EWPI, d) encapsulagéo por meio da
técnica de nanoprecipitagéo, €) particulas precipitadas em acetona, f) centrifugacao,
g) desidratacdo em acetona absoluta, e h) particulas obtidas apds a filtracdo a

vacuo.

Fonte: Acervo pessoal.

EJL- extrato de jambolao liofilizado; EWPI- encapsulado a base de proteina do soro do leite isolada e

pectina contendo antocianinas e outros polifenéis do jambolao.

Na etapa da precipitagao, as formulagdes EWPC e EWPI foram injetadas
em 120 ml das diferentes composi¢des de acetona, sob agao ultradispersor (IKA®) a
17.000 rpm por 10 minutos. Em seguida, as dispersdes foram centrifugadas (Fanem
Excelsa® 4, modelo 280-R) a 800 rpm/ 10 min, o precipitado foi coletado e
submetido a desidratagdo em acetona absoluta na propor¢ao de 1:10 (p/p) por
aproximadamente 16 horas. Apos esse tempo, o material desidratado foi filtrado a

vacuo em papel filtro qualitativo e foi liofilizado para obtencdo de um p6 (Figura 8).
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Figura 8. Materiais encapsulados em p6. A) EWPC100; B) EWPC70; C) EWPC50;
D) EWPI100 E) EWPI70; e F) EWPI150.

A) B) 9

EwPC400 EwpPcax0 EwyPCs0

D) E) F)

EWPIA00 EWPII0 EwP150

\_/ \\”/ \\\- e /

Fonte: Acervo pessoal.

EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona
absoluta; EWPC70 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona 70% v/v; EWPC50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada
precipitado em acetona 50% v/v; EWPI100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite
isolada precipitado em acetona absoluta; EWPI70 - encapsulado em pectina e proteina do soro do
leite isolada precipitado em acetona 70% v/v; e EWPI50 - encapsulado em proteina do soro do leite

isolada precipitado em acetona 50% v/v.

4.6.1. Determinacgao da Eficiéncia de Encapsulagao (EE%)

Apos a etapa de centrifugacdo dos sistemas de encapsulagdo, o
sobrenadante foi recolhido, o volume recuperado foi registrado e foram quantificados
os teores de FT e AMT de acordo com os métodos descritos acima (Topicos 4.5.1 e
4.5.2). A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) foi utilizada como parametro para
selecdo dos materiais mais adequados para prosseguirem para as proximas etapas
da caracterizacdo. A EE% dos compostos fendlicos e das antocianinas foi calculada

de acordo com as equacodes 3 e 4 descritas abaixo (16).

AMT adicionadas — AMT sob dant
EE% AMT = ( adicionadas ! sobrenadante) 100
AMT adicionadas

(Equacéo 3)
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FT adicionados — FT sobrenadante
EE% FT = - — )
FT adicionados

100 (Equacéo 4)

4.6.2. Caracterizagao das particulas

46.21. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As particulas foram suspensas em acetona e as dispersdes foram
gotejadas em placas de silicone presas aos stubs com fita de carbono. Os materiais
foram analisados em diferentes ampliagcbes em alto vacuo a 5,0 kV e sem
metalizagdo usando um microscépio FEG-SEM ZEISS (AURIGA), no Laboratério de
Caracterizagao Estrutural de Materiais do Departamento de Engenharia de Materiais
da UFRN.

4.6.2.2. Tamanho de Particula e indice de Polidispers&o (PDI) por DLS

A técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) foi utilizada para
determinar o didmetro hidrodindmico (DH) das particulas em suspenséo, além de
fornecer os valores de indice de polidispersdo das particulas em solugdo. O
tamanho médio das particulas foi avaliado utilizando o equipamento NANO-flex |l
180° DLS Particles Size (Colloid Metrix) no Laboratorio de Pesquisa em Petréleo
(LAPET) do Instituto de Quimica da UFRN. O equipamento possui um laser
monocromatico com comprimento de onda de 785 nm.

Para a mensuragao do diametro das particulas, o material foi disperso em
tampéo fosfato pH 7,0 na concentracdo de 1 mg/ml. Essa dispersao foi utilizada nas
leituras. Os dados foram analisados utilizando o software do NANO-flex Control
0.9.7 e plotados em graficos com a distribuicdo de tamanho de particula e indice de

polidispersao.

46.2.3. Potencial Zeta ()

As medidas do Potencial Zeta das formulagcdes em diferentes faixas de
pH foram determinadas utilizando o equipamento STABINO Il Particle charge
Titration (Colloid Metrix), realizado no Laboratério de Pesquisa em Petréleo (LAPET
— UFRN). Para isso, 10 mg da amostra foi diluida em 10 ml de solugdo de KCI 10
mM, e depois transferida para a célula cilindrica de teflon. As particulas foram
tituladas com solugdes de HCI 0,1 M e NaOH 0,025 M de modo a construir uma

curva de potencial Zeta em funcéo do pH nos valores de 1,5 a 9,0.
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46.2.4. Espectrofotometria Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os agentes encapsulantes, o extrato bruto liofilizado, o tensoativo e os
encapsulados foram registrados em transmitancia e com regidao do infravermelho
médio na faixa de 500 a 4000 cm™, com resolugdo de 4 cm™. As analises ocorreram
no Laboratorio de Materiais Multifuncionais e Experimentacdo Numérica (LAMMEN) -
ECT UFRN, e o equipamento utilizado foi o espectrometro BRUKER modelo FT-IR
VERTEX 70.

4.6.2.5. Difragdo de Raio-X (DRX)

As analises ocorreram no LAMMEN - ECT UFRN, e o equipamento
utilizado foi o Difratdmetro BRUKER modelo D2 PHASER. Essa analise foi utilizada
para avaliar se a fase dominante nos materiais é cristalina ou amorfa. Os agentes
encapsulantes e as formulagdes do encapsulado foram inseridos no porta amostra
cilindrico, e os espectros foram obtidos com varredura (20) entre 3° a 70° e passo

angular 0,02°.

4.6.3. Atividade Antioxidante in vitro das particulas

Considerando que os compostos fendlicos totais sdo os principais
responsaveis pela atividade antioxidante do jamboldo (45), a capacidade
antioxidantes das particulas foi comparada a do extrato de jambol&o liofilizado (EAJ)
tendo como ponto de normalizagdo o teor de compostos fendlicos totais (CFT). Ou
seja, foi calculada a quantidade em miligramas de cada sistema de particulas que,
conforme a eficiéncia de encapsulagéo para CFT (EE% CFT), apresentava o mesmo
teor de compostos fendlicos que o EJL. Na sequéncia, a atividade antioxidante do
EJL e das particulas foi avaliada pelo ensaio de captura do radical ABTS, cuja
metodologia ja foi descrita no item 4.5.3 (93).

Para o EJL, uma solucdo-mae foi preparada na concentracido de 40
mg/ml e, em seguida, diluida na propor¢gdo de 1:80 p/v. Para as particulas, foi
utilizada uma solugdo-mae na concentragao de 8,2 mg/ml foi preparada e diluida em
tampao pH 7,0 na proporgdo de 1:20 p/v. No teste, 40 ul de amostra diluida foram
adicionados em 260 pl da solugdo ABTS" e as absorbancias foram medidas a 734
nm. Para construcdo das curvas de calibragdo, solugcbes etandlicas de
concentracdes de 50 a 250 pmol de trolox foram utilizadas. Os resultados foram

expressos em umol equivalentes de trolox/ mg de extrato ou encapsulado.
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4.7. ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram
expressos em meédia e desvio padrdo. O software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad
Software, Inc.; La Jolla, CA, EUA) foi usado para realizar todas as analises
estatisticas. A significancia dos dados foi determinada usando a Analise de Variancia
(ANOVA) e pos-teste de Tukey (p < 0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. CARACTERIZACAO DA POLPA DE JAMBOLAO

5.1.1. Composicao Centesimal

Os resultados obtidos para os teores de umidade, cinzas, proteinas,
lipideos, fibra alimentar total e o teor estimado de carboidratos e valor calérico estao

descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Composigao centesimal da polpa de jambolao.

Composigéo centesimal Base Umida Base Seca
(g9/ 1009)

Umidade 88,14 (0,52) ND
Cinzas 0,30 (0,01) 2,55 (0,10)
Proteinas 0,86 (0,05) 7,42 (0,38)
Lipideos 0,19 (0,01) 1,63 (0,05)
Carboidratos 7,89 68,07
Fibras Alimentar Total 2,36 (0,27) 20,33 (2,32)

Fibra Alimentar

Soluvel ND ND

Fibra Alimentar

Insoltvel 2,36 (0,27) 20,33 (2,32)
Valor Calérico (Kcal/ 100g) 37 317

Resultados expressos como Valor médio + Desvio padrdo. ND- Nao detectado

O teor de umidade encontrado é semelhante ao reportado por Brito et al.
(50) (87,20 g/100 g) ao estudar a composigédo de frutos do jambolado oriundos da
regido amazodnica. Os teores de cinzas, proteinas e lipideos sdo semelhantes aos
encontrados em frutos coletados na regido de Minas Gerais por Vital et al. (95)
(cinzas: 0,30 a 0,39 g/100 g; proteinas: 0,69 a 0,81 g/100 g; lipideos: 0,23 a 0,30
g/100g) e em frutos da regido sul do pais avaliados por Barcia et al. (96) (cinzas:
0,35 a 0,42 g/100 g; proteinas: 0,73 a 0,91 g/100 g). No entanto, o teor de fibras da

amostra avaliada neste trabalho (2,55 g/100 g) foi significativamente maior que a
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informada nos estudos citados, onde valores de 0,19 a 0,28 g/100 g (92) e de 0,40 a
0,57 g/100g (96) foram encontrados. Este tipo de variagdo da composi¢ao de frutos
coletados em diferentes regides do pais é esperado, dado que a composigao
quimica dos frutos depende das condigbes geograficas e climaticas (clima, relevo,
temperatura, umidade do ar, composigédo atmosférica e precipitagao pluvial) (95).

O estudo da composicdo quimica do material € essencial na etapa de
delineamento dos processos extrativos pois define possiveis pré-tratamentos das
amostras para extrac&o, visando o aumento da eficiéncia dos resultados. O teor de
agua da matéria-prima afeta fortemente os processos de degradacgao e o rendimento
de extragdo dos compostos fendlicos (97). Os frutos de jamboldo estudados
apresentaram uma alta umidade (88,14%), que foi retirada através de liofilizagao,
técnica de desidratacdo reconhecidamente eficiente na remogao da agua com alta
preservacido de compostos sensiveis pelo uso de baixas temperaturas, visando
reduzir a perecibilidade da polpa, preservando assim suas caracteristicas fisicas e
os teores de compostos bioativos.

O conteudo lipidico € também um importante fator a ser considerado no
projeto de processos de extragédo, especialmente quando se pensa em modelos de
biorrefinaria para recuperagcdo de produtos de alto valor agregado a partir de
matérias-primas sub-utilizadas e subprodutos industriais, além de influenciar a
selecdo do solvente e a solubilidade dos compostos-alvo. Se o teor de lipidios for
expressivo, € recomendado desengordurar a matéria-prima previamente a aplicagao
de técnicas de extragao solido-liquido (98), o que néo foi necessario neste trabalho

devido ao baixo teor de lipidios encontrado (1,63% em base seca).

5.1.2. Analise Granulométrica

A partir da analise de granulometria, observa-se que a maior parte das
particulas da amostra (87,70%) foram retidas nas peneiras com aberturas de 35 a
115 mesh (Figura 9), que correspondem a particulas de tamanhos entre 120 e 500
um, com tamanho de particula médio (calculado por média geométrica) (99) d,= 249

MM, o que categoriza a amostra como um po (particulas de 1 ym a 0,5 mm) (100).
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Figura 9. Grafico de distribuicdo da granulometria da polpa e casca de jamboléo

liofilizadas em fung¢ao da abertura da malha da peneira.

37,40%

31,24%

19,06%

9,11%

3,29%
0,07% -

10 mesh 18 mesh 35 mesh 60 mesh 115 mesh 230 mesh
2mm 1mm 0,5 mm 0,25 mm 0,124 mm 0,061 mm

Cada fase do processo de extracdo deve ser sistematicamente
controlada, desde o pré-tratamento do material, incluindo secagem, trituracéo e
padronizagcao da amostra por tamisacao, até a extracao final, pois podem impactar a
eficiéncia de todo o processo. A reducdo do tamanho das particulas por moagem
aumenta a difusividade dos compostos, pois aumenta a area superficial facilitando a
transferéncia dos ativos da matriz para o solvente, o que otimiza o tempo e a

cinética de extragao (101).

5.2. CARACTERIZAGCAO DOS EXTRATOS DE JAMBOLAO OBTIDOS POR
METODOS CONVENCIONAIS E ASSISTIDO POR ULTRASSOM

As técnicas convencionais de extragdo de antocianinas e outros
compostos fendlicos baseiam-se no uso de diferentes tipos de solventes e/ou calor.
Os solventes comumente utilizados sao metanol, etanol, agua, acetona ou suas
misturas. Quando o alvo da extragdo sédo antocianinas, torna-se interessante
adicionar acidos fracos (acido formico, citrico, acético, entre outros) aos solventes,
que ajudam na estabilizagdo do cation flavilium, o qual é estavel em condigdes
acidas (pH ~ 3). Além disso, devido a sua natureza polar, a adicdo de agua aos
solventes também colabora para a melhora do rendimento de extracdo destas
substancias (102). Tendo em vista aplicagdes futuras, o etanol foi escolhido por ser

considerado um solvente seguro para uso em ingredientes alimentares, e foi
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utilizado na proporcao de 70% (v/v), acidificado com acido trifluoracético (TFA) na
concentracéo de 0,1% (v/v), com base nas recomendacdes de Sabino et al. (14).

Os teores de compostos fendlicos totais (CFT), expressos em mg eq.
acido galico/ 100 g de polpa + casca liofilizada (Figura 10A), encontrados foram de
4564,7 (59,3) mg/ 100 g para extragdo convencional (EC); 3326,85 (65,3) mg/ 100 g
para extragao exaustiva (EE); e 3479,41 (6,6) mg/ 100 g para extragao assistida por
ultrassom (EAU), ndo havendo diferenca significativa entre EE e EAU (p< 0,05),
porém, EC diferiu significativamente (p< 0,05) dos demais métodos. No entanto, ao
avaliar os teores de antocianinas monomeéricas totais (AMT) (Figura 10B), expressos
em mg eq. cianidina 3-glicosideo/ 100 g de polpa + casca liofilizada, o método EAU
apresentou maiores concentracbes de AMT [771,51 (11,6) mg/ 100 g], seguido pela
EC [708,44 (14,93) mg/ 100 g] e EE [639,61 (32,9) mg/ 100 g]. Os resultados de
AMT diferiram significativamente entre os métodos estudados (p<0,05), sendo
possivel afirmar que diferentes tratamentos afetam a seletividade da extracdo, visto
que a EAU se mostrou mais seletiva para obtengdo de um extrato rico em

antocianinas em comparag¢ao aos demais métodos.

Figura 10: Teores de fendlicos totais (A) e antocianinas monomeéricas totais (B) para

os extratos obtidos por técnicas convencionais e por tecnologia de ultrassom.

A) B)

6000- 1000-
. a g
2 S
5 % @ 800 c 2
57 Ev
€ % 4000 b g2 '
oy — S 5 600+ 2
°3 £5
25 % § 400-
% % 2000 5+
o Y =
2 2 5 200-
"ﬂ{ 5 e
g S

0 T T E 0' 1 < T
EC EE EAU EC EE EAU

Letras iguais indicam médias que nao diferiram entre si (Tukey, p <0, 05). EC- extragdo convencional;
EE- extracdo exaustiva; EAU- extracdo assistida por ultrassom. A) Resultados apresentados em mg
de equivalente de acido galico por 100 g de polpa+casca liofilizada. B) Resultados apresentados em

mg de equivalente de cianidina 3-glicosideo por 100 g de polpa+casca liofilizada.

Tempo e temperatura sdo dois parametros criticos a serem avaliados nos

processos de extragdo. Enquanto o emprego da temperatura por um maior periodo
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no banho-maria pode levar a degradacdo de compostos sensiveis como as
antocianinas (59), os resultados deste estudo sugerem que a extracdo de alguns
tipos de compostos fenodlicos pode ser favorecida, pois observou-se que EC
apresentou maiores teores de CFT.

O aumento nos rendimentos da extracdo de CFT com emprego de
temperaturas mais elevadas é associado ao fato de que a energia térmica melhora a
eficiéncia da extragdo por promover quebra das estruturas celulares levando ao
aumento da permeabilidade da membrana e rompimento das interacbes da matriz
vegetal (compostos fendlicos com lipoproteinas), o que causa aumento da
solubilidade dos compostos fendlicos e da transferéncia de massa. No entanto,
como foi observado a partir dos resultados de AMT obtidos, a EAU demonstra boa
eficiéncia de extracdo, tanto em termos de rendimento de extragcdo como pela
economia de tempo e energia gerada nos processos, obtendo teores de AMT
superiores em % do tempo de extragcao de EC. Tendo em vista que a temperatura
empregada em métodos com significativo aquecimento pode lavar a degradacao de
compostos fendlicos termossensiveis (59), a EAU apresenta como vantagens a
melhora da qualidade do extrato considerando os compostos de maior interesse,
cinética mais rapida, além de, em comparagao com outros métodos de extracéo
modernos como a extragao assistida por micro-ondas, por altas pressdes e extracao
com fluido supercritico, o instrumento de ultrassom é mais acessivel (102).

Diferente do que foi observado no presente estudo, Jovanovic et al. (102)
compararam trés processos de extracdo de polifendis de Thymus serpyllum:
maceragdo em temperatura ambiente, extragao a 80°C e EAU, utilizando etanol 50%
como solvente, e encontrou diferengas significativas entre os resultados de 26,6 mg
mg eq. acido galico/L, 29,8 mg eq. acido galico/L e 32,77 mg eq. acido galicol/lL,
respectivamente. Beaudor et al. (103) também compararam a extragao convencional
com temperatura de 50°C com a EAU utilizando etanol 50% como solvente na
recuperacao de compostos fendlicos de borra de café. A extragdo convencional e
EAU renderam os teores de 9 mg eq. acido galico/g e 12 mg eq. acido galico/g,
respectivamente, que foram significativamente diferentes. A aplicagdo do ultrassom
promoveu cerca de 33% de melhoria na recuperacgéo de polifendis e mais de 50% de
economia de energia.

Diversos autores tém reportado a utilizacdo e otimizacdo das condigdes

de aplicacdo da tecnologia de ultrassom para a extragdo de compostos fendlicos,
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especialmente antocianinas (14, 66, 104, 105, 106). Kenari & Razavi (107)
compararam o0s rendimentos de extratos ricos em compostos fendlicos e
antocianinas de Bouganvillea spectabilis obtidos por maceragao/agitacao e banho de
ultrassom, com etanol 50% como solvente, a 35°C/1h. Os melhores resultados foram
observados para o extrato obtido no banho de ultrassom (CFT:. 2870 mg eq. acido
galico/ 100 g de peso fresco; AMT: 69,48 mg eq. cianidina 3-glicosideo / 100 g de
peso fresco) tendo a maceragdo/ agitagdo nas mesmas condigbes apresentado
rendimentos de extragdo significativamente mais baixos (CFT: 2115 mg eq. acido
galico/ 100 g de peso fresco; AMT: 28,31 mg eq. cianidina 3-glicosideo / 100 g de
peso fresco).

A extragdao assistida por ultrassom (EAU) oferece a possibilidade de
reduzir ou eliminar o uso de solventes téxicos, com melhor eficiéncia do processo de
extracdo e aumento da qualidade/ seletividade e dos rendimentos da extragdo. Essa
tecnologia também é uma técnica de extragdo que n&o promove significativo
aquecimento da amostra, a temperatura amena (30°C) nao afeta a estabilidade dos
compostos extraidos. Em nosso estudo, a extragdo exaustiva obteve bons
rendimentos devido ao esgotamento da matéria-prima, em que EE e EAU néo
apresentaram diferenga significativa (p<0,05) nos rendimentos de extragado de CFT,
embora os resultados de EAU tenham sido alcangados em %3 do tempo de extragao
de EE, em um unico ciclo, sem a necessidade de conduzir a extragao até a exaustao
da matéria-prima.

Em outro achado importante, os extratos mostraram forte atividade
antioxidante, onde a concentracdo que reduziu a atividade antioxidante em 50%
(IC50) do ABTS foi de 0,18 mg/mL para EC; 0,20 mg/mL para EE; e 0,21 mg/mL
para EAU. Valores mais baixos indicam elevada atividade antioxidante das amostras.
Os resultados de atividade antioxidante avaliada por ABTS em mmol eq. trolox/ g de
polpa + casca liofilizada para EC [421,85 (1,83) mmol eq. trolox/ g], EE [377,42
(36,79) mmol eq. trolox/ g] e EAU [300,99 (25,66) mmol eq. trolox/ g] diferiram
significativamente entre EC e EAU e entre EE e EAU. A atividade antioxidante mais
alta para EC esta de acordo com o teor de CFT observado para esse extrato e
corrobora com os achados de Singh et al. (45) que mostraram que outros compostos
fendlicos além das antocianinas podem ser os principais responsaveis pela atividade

antioxidante do jambol&o.
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Virgen-Carrillo et al. (108), ao investigar a atividade antioxidante (IC50) de
8 variedades de ‘berries’ (framboesas, mirtilos e amoras) cultivadas no oeste do
México, encontraram valores de IC50 para o ABTS que variaram de 2,26 a 7,5
mg/mL, em extratos preparados a partir das frutas liofilizadas. Huang et al. (109)
avaliaram a atividade antioxidante por ABTS das berries mirtilo, amora e morango
cultivadas em Nanjing, na China, e obtiveram resultados de 14,98, 11,48 e 4,44
mmol eq. trolox/ 100 g peso seco, respectivamente. Esses resultados mostram o alto
potencial dos extratos de jambolao avaliados neste estudo, mesmo em comparagéo
com outras espécies de berries altamente consumidas e mais conhecidas pela
industria de alimentos.

Yuan et al. (110) compararam a atividade antioxidante por ABTS de
extratos de propolis ricos em compostos fendlicos obtidos pelos métodos de
extragdo convencional com agitagdo (EC) a temperatura ambiente e assistida por
ultrassom (EAU), com etanol 80% como solvente e ndo observaram diferenca
significativa nos valores de atividade antioxidante entre os métodos (EC: 2,13; EAU:
2,19 mmol eq. trolox/ g peso seco) no entanto, EAU foi obtido em um tempo de
extragdo muito menor (17 minutos) comparado a EC (1440 min).

Os resultados obtidos para EE e EAU reforcam a hipotese que diferentes
métodos de extracdo aplicados a uma mesma amostra podem resultar em perfis
distintos de compostos, pois mesmo com teores similares de CFT, os extratos EE e
EAU apresentaram diferentes atividades antioxidantes. De maneira geral, estes
resultados demonstram o potencial bioativo dos extratos de jamboldo, pois a
atividade antioxidante tem uma relagdo direta com as funcionalidades biolégicas
(anticancer, antidiabética, cardioprotetora, entre outras) atribuidas aos compostos
fendlicos e ao jambolao (45). Além disso, ao selecionar o método, € crucial levar em
conta os propositos de utilizagdo dos extratos gerados, como no caso do presente
trabalho que visou a extragao seletiva de antocianinas considerando o poder corante

desta classe de fendlicos, atestando o potencial de utilizacdo de EAU.

5.2.1. Identificagcao dos compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC)

Os resultados dos compostos fendlicos identificados nos extratos sao

mostrados na Tabela 3.
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Tabela 3: Compostos fendlicos identificados nos extratos de jamboldo obtidos por

diferentes métodos de extracao.

Método de Extracao

Compostos Fendlicos

EC
(mg/kg)

EE

EAU

Acidos Fendlicos

Acido Galico 152,96 (45,11)
Acido Siringico ND

Acido Caftarico 138,09 (1,29)°
Acido Clorogénico 5,34 (0,40)2

Acido Cafeico 17,79 (0,40)

116,22 (0,95)
ND
157,37 (5,33)?
4,40 (0,22)°
20,56(0,86)2

76,13 (0,56)°
ND
142,15 (11,25)°
6,78 (5,50)°
16,76 (2,50)®

Acido p-Cumérico ND ND ND
Flavonoides

Hesperidina ND ND ND
Cis-Resveratrol ND ND ND
Narigenina ND ND ND
trans-Resveratrol ND ND ND
Miricetina ND ND 39,72*
Quercetina 3-Glicosideo 3,33 (0,32)° 4,43 (0,09)® 4 36*
Rutina 1,46 (0,40) ° 18,24 (20,90)* 33,02*
Isoramnetina ND ND ND
Kaempferol 3-Glicosideo 2,99 (1,07)° 24,89 (26,70)® 5,23 (4,30)°

Flavan-3-ol e Taninos condensados

Procianidina B1 ND
Catequina 25,62 (2,65)°
Procianidina B2 475,85 (9,22)°

Epilogalocatequina

galato ND
Epicatequina 16,38 (1,22)°
Epicatequina galato ND

Procianidina A2 ND

13,96
31,67 (0,15)°
544,84 (22,47)

ND
20,20 (0,25)?
ND
ND

17,90 (0,37)*
23,63 (0,28)°
488,44 (35,64)°

ND
13,44 (0,13)°
ND
ND
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Antocianinas

Cianidina
3,5-diglicosideo

302,40 (0,40

335,33 (9,43)?

281,49 (37,57)°

Delfinidina

3-galactosideo 566,33 (26,60) 607,70 (31,27)° 514,88 (67,78)°
Delfinidina 3-glicosideo ND ND ND
Malvidina

3,5-diglicosideo 2744,32 (77,07)®  2919,28 (96,28)®  2438,60 (298,21)®

Cianidina 3-glicosideo ND ND ND
Pelargonidina

3-glicosideo ND ND ND
Peonidina 3-glicosideo ND ND ND
Malvidina 3-glicosideo ND 20,41 (0,06) ND
Petunidina 3-glicosideo ND ND ND

Compostos Fenodlicos

Totais 4453 (120,1)> 4840 (109,6)° 4103 (455,2)°

Antocianinas Totais 3613 (58,9)* 3883 (137)° 3235 (403,6)°

Valor médio (desvio padrao). Letras iguais na mesma linha indicam médias que nao diferiram entre si
(Tukey, p =0, 05). O simbolo “*” indica valores em que nédo foi possivel fazer andlises estatisticas.
ND- nao detectado. EC- extracdo convencional; EE- extracdo exaustiva; EAU- extragao assistida por
ultrassom. Resultados expressos em mg/ kg de extrato liofilizado.

Foram identificados 13 compostos nos extratos, dentre os 30 padrbes
testados: acidos fendlicos (caftarico, galico, cafeico e clorogénico); mondmeros de
flavan-3-ol e taninos condensados (catequina, epicatequina, procianidinas B1 e B2);
flavondis (miricetina, quercetina 3-glicosideo, rutina, kaempferol 3-glicosideo); e
antocianinas (malvidina 3,5-diglicosideo, delfinidina 3-galactosideo e cianidina
3,5-diglicosideo).

As antocianinas foram os compostos predominantes encontrados nos
extratos, correspondendo a cerca de 80% do total de compostos fendlicos
quantificados pela analise de HPLC. O perfil identificado apresentou as seguintes
antocianinas: malvidina 3,5-diglicosideo, delfinidina 3-galactosideo e cianidina
3,5-diglicosideo, cujos teores diferiram significativamente entre EE e EAU, mas a
diferenca ndo foi significativa entre EC e EE, e entre EC e EAU. O extrato EE

apresentou também em seu perfil malvidina 3-glicosideo em menor quantidade.
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Os altos teores de antocianinas com relagdo as concentragcoes
encontradas para os demais compostos fendlicos avaliados destacam a seletividade
dos meétodos estudados para a obtencdo de extratos ricos em antocianinas.
Ademais, também indicam o grau de maturagao dos frutos utilizados, visto que os
niveis de flavondis, elagitaninos e acidos fendlicos sdo maiores nos estagios iniciais
de maturacédo e diminuem com o amadurecimento do fruto, enquanto em relacao as
antocianinas, os valores aumentam ao longo da maturacdo com as maiores
concentragdes ocorrendo nos estagios de maturagdo avangados em que os frutos
de jambol&do apresentam cores de roxo escuro para preto (111).

Os teores de malvidina 3,5-diglicosideo e cianidina 3,5-diglicosideo
encontrados nos extratos condizem com os teores destes mesmos compostos
identificados por Lestario et al. (111) [2683 (38) mg/kg e 356 (6,9) mg/kg,
respectivamente] em frutos de jamboldo em estagio de amadurecimento completo.
Teores similares de cianidina 3,5-diglicosideo também foram observados por Brito et
al. (112) (290 mg/kg), que também identificou a presenga de malvidina
3,5-diglicosideo nas amostras de jamboldo estudadas, mas em quantidades
menores do que as encontradas em nosso estudo (1660 mg/kg). Os valores
observados para os extratos estudados para malvidina 3,5-diglicosideo e cianidina
3,5-diglicosideo foram superiores aos encontrados por Faria et al. (113) ao avaliar a
composigao bioativa da fruta e do extrato funcional de jamboldo, com quantidades
malvidina 3,5-diglicosideo de 320 e 292 mg/ kg e cianidina 3,5-diglicosideo de 88 e
67 mg/kg, respectivamente. A presenga de delfinidina 3-galactosideo n&o foi
identificada nos estudos utilizados como referéncia. A discrepancia entre os
resultados obtidos no presente estudo e os demais resultados apresentados pode
ser devido a diferenca varietal, variacao nas condi¢des ambientais de crescimento,
ou mesmo diferencas nos protocolos de obtencao dos extratos.

O perfil de antocianinas reportado na literatura (11, 38, 111, 112, 113, 114,
115, 116) mostra a predominancia de 3,5-diglicosideos de delfinidina, petunidina e
malvidina como as principais antocianinas e 3-glicosideos de delfinidina, cianidina e
malvidina em menores quantidades, os quais ndao foram detectados nos extratos
avaliados neste estudo. O perfil apresentado por Lestario et al. (111) identificou 6
antocianinas no jambolao: delfinidina 3,5-diglicosideo, cianidina 3,5-diglicosideo,
peonidina 3,5-diglicosideo, delfinidina 3-glicosideo e malvidina 3,5-diglicosideo.

Cinco das seis principais antocianinas identificadas estavam na forma de
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3,5-diglicosideo, a delfinidina foi a unica antocianina identificada na forma de
3-glicosideo. Carvalho et al. (11) identificou 9 antocianinas nos frutos frescos e
desidratados e no suco de jamboldo com altas razbes molares das trés
antocianidinas tri-substituidas no anel B (delfinidina 3,5-diglicosideo, petunidina
3,5-diglicosideo e malvidina 3,5-diglicosideo) representando 93-95% do conteudo
total de antocianina.

Os cromatogramas (Figura 11) dos extratos estudados no comprimento
de onda de 520 nm mostram os picos correspondentes as antocianinas identificadas
como também mostram picos significativos nos tempos de retengdo em torno de 8,1

e 9,8 min que nao puderam ser identificados devido a falta de padroes.

Figura 11: Cromatogramas dos extratos EC- extracdo convencional (A), EE-

extracdo exaustiva (B) e EAU- extragao assistida por ultrassom (C) em 520 nm.
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Com o auxilio de dados da literatura (111, 112) pode-se concluir que os
picos em torno de 8,1 e 9,8 min devem corresponder a delfinidina 3,5-diglicosideo e
a petunidina 3,5-diglicosideo. Portanto, ha uma limitacdo quanto as conclusdes
referentes ao perfil qualitativo e quantitativos dos métodos de extragado no que tange
as antocianinas, pois compostos possivelmente presentes em altas concentracdes
nao foram analisados.

Além das antocianinas, outros compostos do grupo dos flavonoides foram
identificados. Os flavondis quercetina 3-glicosideo, rutina (quercetina 3-rutinosideo)
e kaempferol 3-glicosideos foram encontrados em todos os extratos, enquanto a
aglicona de miricetina foi identificada somente no extrato EAU. Tavares et al. (11)
identificaram um total de nove glicosideos de flavondis (miricetina, laricitrina e
siringetina) nas partes comestiveis de jamboldao e nao encontraram picos
correspondentes a agliconas livres, com predominancia de miricetina 3-O-glicosideo
na casca (64,40%).

Taninos condensados (procianidina B1 e B2) foram os compostos
presentes em maiores quantidades além das antocianinas. Os extratos
apresentaram teores de procianidina B2, cujos teores diferiram significativamente
entre EE e EAU, e entre EE e EC, mas a diferenca nao foi significativa entre EC e
EAU. Os extratos EE e EAU apresentaram também em seu perfil procianidina B1 em
menores quantidades. Monémeros de flavan-3-ol (catequina e epicatequina) também
foram identificados em todos 0s extratos. Procianidina B2
[epicatequina-(4B-8)-epicatequina] (C;H,c04,, PB2) é o isbmero majoritario das
procianidinas, consistindo de duas moléculas de (-)-epicatequina conectadas por
uma ligacdo entre as posicoes 4' e 8 em um [(- configuracdo. PB2 tem boa

solubilidade em agua e em solventes organicos, incluindo DMSO, metanol e etanol.
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Este composto € comumente encontrado em frutas como macgas, peras, uvas e
péssegos, em graos de soja preta e cacau, bem como folhas de cha (Theaceae), e
tem sido associado a propriedades bioativas, incluindo acao antioxidante (117).

Os principais acidos fendlicos identificados nos extratos foram os acidos
caftarico, galico, cafeico e clorogénico. Os acidos fendlicos constituem cerca de um
terco dos fenodis consumidos na dieta e sdo amplamente encontrados em frutas e
vegetais e sao divididos em dois subgrupos, os hidroxibenzoicos, que incluem os
acidos galico e siringico, e os hidroxicinamicos (AHCs), representados
principalmente pelos acidos cafeico, ferulico, cumarico e sinapico. AHCs séao
encontrados em varias formas conjugadas, incluindo amidas, ésteres
(principalmente ésteres de hidroxiacidos, como acido tartarico e derivados de
agucar) e agucares. Os derivados do acido cafeico sdo um grupo de compostos
derivados da esterificacdo do acido cafeico com acidos organicos, como o acido
quinico, que forma o 4&cido clorogénico, acido glucarico, formando acido
cafeoilglucarico e mais frequentemente com acido tartarico, formando acido
chicdrico, acido caftarico e acido coutarico (118).

Os extratos de jamboldo avaliados apresentaram teores significativos de
acido caftarico, forma derivativa do acido cafeico, em quantidades comparaveis e até
superiores aos demais acidos fendlicos identificados. Liu et al. (119) mostraram em
seus estudos que os acidos caftarico e cafeico derivados do acido chicérico
apresentaram a capacidade de inibir significativamente os radicais DPPH, OH e
ABTS e tinham forte capacidade de reduzir o ferro de maneira dependente da
concentracao.

A andlise de HPLC dos extratos traz resultados importantes que
corroboram para a hipétese de que diferentes métodos de extracao influenciam nos
rendimentos e na seletividade dos compostos fendlicos extraidos. De maneira geral,
todos os meétodos estudados apresentaram boa seletividade para a obtencdo de
altos teores de antocianinas, com destaque para a extracdo exaustiva (EE) que
apresentou altos rendimentos de compostos fendlicos por levar a extracdo até o
esgotamento da amostra. Além disso, compostos pertencentes a diversos grupos de
fendlicos também foram identificados nos extratos. O extrato obtido pela tecnologia
de ultrassom apresentou bons rendimentos para todos os compostos fendlicos
avaliados, em que pode-se observar que os teores de EAU nao apresentaram

diferenca significativa (p<0,05) dos teores obtidos no extrato EC, e de alguns
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compostos do extrato EE.

Os resultados supracitados evidenciaram a eficiéncia da tecnologia de
ultrassom em produzir extratos com bons rendimentos de compostos bioativos, boa
qualidade de antocianinas e alta atividade antioxidante, sem emprego de altas
temperaturas ou longos periodos de extragdo, gerando economia de tempo e
energia para os processos extrativos. Portanto, o extrato EAU foi escolhido para

continuidade do trabalho com o desenvolvimento de encapsulados.

5.3. ENCAPSULACAO DO EXTRATO RICO EM ANTOCIANINAS E OUTROS
POLIFENOIS POR NANOPRECIPITACAO
5.3.1. Eficiéncia de Encapsulagao (EE%)

A Tabela 4 apresenta os resultados de EE% para AMT e CFT das
formulacdes baseadas em WPC e WPI sintetizadas por meio da precipitacdo em
diferentes proporgdes de acetona. Nao houve diferenca significativa entre as EE%
CFT para ambos os agentes encapsulantes estudados. No entanto, para AMT, a
EE% da formulacdgo EWPC70 foi significativamente menor que EWPC100 e
EWPC50, comportamento este observado para as mesmas formulagcdes baseadas
em WPI, mostrando a influéncia da composigao da fase antissolvente sobre a EE%

das antocianinas dos sistemas.

Tabela 4. Resultados de Eficiéncia de Encapsulagdo (EE%) para antocianinas
monomeéricas totais (AMT) e compostos fendlicos totais (CFT) dos encapsulados
baseados em pectina e proteina concentrada do soro do leite (EWPC) ou proteina
isolada do soro do leite (EWPI) precipitados em diferentes composicdes de fase

antissolvente.

Cédigo da Cédigo da

amostra EE% AMT EE% CFT amostra EE% AMT EE% CFT
EWPC100 56,89 (1,29)** 82,39 (1,59)** |EWPI100 35,24 (1,24)® 84,61 (1,64)*
EWPC70 24,33 (5,35)"* 82,44 (1,22)** [EWPI70 26,79 (1,06)** 84,65 (1,26)**
EWPC50 48,65 (1,74 73,81 (6,72)** [EWPI50 36,33 (2,76)*® 75,80 (6,91)*

Valor médio (desvio padrao). Letras minusculas iguais na mesma coluna indicam médias que n&o
diferiram entre si (Tukey, p < 0, 05). Letras mailsculas iguais na mesma linha indicam médias que
nao diferiram entre si (Tukey, p <0, 05). Legenda: EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do

soro do leite concentrada precipitado em acetona absoluta; EWPC70 - encapsulado em pectina e
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proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona 70% v/v; EWPC50 - encapsulado em
pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona 50% v/v; EWPI100 -
encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada precipitado em acetona absoluta; EWPI70
- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada precipitado em acetona 70% v/v; e

EWPI50 - encapsulado em proteina do soro do leite isolada precipitado em acetona 50% vi/v.

Calliari et al. (80) nanoencapsularam um extrato de Hibiscus sabdariffa
rico em polifendis, utilizando zeina como agente encapsulante, pela técnica de
nanoprecipitagdo e alcangcaram uma EE% de 89%. Gali et al. (120) também
utilizaram o método de nanoprecipitagdo para produzir nanoparticulas a base de
zeina e goma arabica contendo um extrato de Ruta chalepensis L. rico em rutina, um
flavonoide, e obteve EE% de 69,9%. Ambos os trabalhos citados apresentaram
resultados similares aos observados no presente estudo, utilizando o mesmo
método da diferenga entre o teor de compostos fendlicos adicionados e o teor de
compostos ndao encapsulados encontrados no sobrenadante para o calculo da EE%.

Na técnica de nanoprecipitacdo, a fase antissolvente € composta por
solventes que promovem a precipitacdo das particulas e, sendo estas produzidas a
base de proteinas, reagentes como etanol, acetona ou mesmo agua sao utilizados.
Tendo em vista a utilizagdo do produto obtido como potencial ingrediente alimentar, a
escolha do solvente seguiu de acordo com a Resolugdo da Diretoria Colegiada -
RDC N° 466, de 10 de fevereiro de 2021 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
— ANVISA (121), que estabelece os coadjuvantes de tecnologia autorizados para
uso na producgao de alimentos e ingredientes na funcédo de solventes de extracéo e
processamento, que cita que a acetona e etanol sdo autorizado para todos os usos
na produgédo de alimentos e ingredientes, sem limites maximos de residuos, sendo
assim reconhecidamente seguros. No entanto, estes mesmos solventes sao
utilizados para a extragado de antocianinas em diferentes proporgdes, devido a alta
afinidade entre estes compostos. Diante disso, o presente estudo buscou avaliar a
influéncia de diferentes propor¢des de acetona na fase antissolvente, com o intuito
de reduzir a perda desses pigmentos para 0 meio durante o processo de
encapsulacédo. Nota-se, portanto, que as maiores perdas de antocianinas para o
meio antissolvente ocorreu na composi¢cao de acetona 70% v/v, apesar desse efeito
nao refletir no teor de compostos fendlicos encapsulados.

Do ponto de vista da eficiéncia, a nanoencapsulacido de antocianinas
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ainda demanda mais pesquisas, visto que diversos estudos tém relatado eficiéncias
de encapsulagéo abaixo de 80%, variando de 49% a 77% (16, 57, 77, 84, 85, 86).
Escobar-Puentes et al. (84), utilizaram a técnica de nanoprecipitacdo para produzir
nanoparticulas a base de amido de milho contendo antocianinas de Ardisia
compressa, € alcancou resultados de EE% de 52% para as particulas produzidas
com amido de milho tradicional e 49% para particulas produzidas com amilopectina.

Considerando que o tipo de agente encapsulante e a composicao da fase
antissolvente nao influenciaram na EE% de CFT, e visando a aplicacao futura das
particulas produzidas no presente estudo como corante natural em alimentos,
deu-se preferéncia por prosseguir com o0s encapsulados que apresentaram as
melhores eficiéncias de encapsulacdo de antocianinas. Neste caso, as demais
caracterizagdes das particulas foram realizadas nos encapsulados EWPC100,
EWPC50, EWPI100 e EWPI50.

5.3.2. Caracterizagao das particulas

5.3.2.1. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A Figura 12 mostra as imagens de MEV obtidas para as formulacdes
estudadas. E possivel observar que, de maneira geral, as particulas foram formadas,
apresentando formato circular e superficie lisa, sem rachaduras ou depressoes.

Os encapsulados EWPC100 e EWPI100 encontram-se em pequenos
aglomerados, com tamanhos fisicos na faixa de 72 a 95 nm para os sistemas
sintetizados com a proteina concentrada, e de 69 a 143 nm para os sistemas a base
de proteina isolada.

O EWPC50 apresenta grandes aglomerados de particulas de tamanhos
em torno de 100 nm, e essa tendéncia a aglomeragao provavelmente se deve ao
aumento das forcas de atracdo e reducio das forcas de repulsdo entre as moléculas
devido ao tamanho nanométrico (94). Para ass particulas EWPI50 foram observados

pequenos aglomerados, com tamanhos abaixo de 100 nm.

Uma morfologia homogénea ¢é essencial para a estabilidade das
nanoparticulas, e pode influenciar o tempo de armazenamento quando aplicado em
formulagdes alimenticias, como também pode afetar a absor¢cado celular devido a
interagdo entre a superficie das nanoparticulas e o epitélio, influenciando os efeitos

bioldgicos (16).
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Figura 12. Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura obtidas para cada as
formulagbes estudadas: A) EWPC100 numa magnitude de 80.000 X; B) EWPC50
numa magnitude de 50.000 X; C) EWPI100 numa magnitude de 80.000 X; D)
EWPI50 numa magnitude de 50.000 X

200 nm
—

=91.49nr

200 nm

EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona
absoluta; EWPC50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona 50% v/v; EWPI100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada precipitado
em acetona absoluta; e EWPI50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada

precipitado em acetona 50% v/v.

5.3.2.2. Tamanho de Particula e indice de Polidispersado (PDI) por DLS

Os resultados das anadlises de didametro de particula (nm) e PDI das

particulas produzidas estdo apresentados na Tabela 5 abaixo.

Tabela 5. Valores de diametro de particula (hm) e PDI para os sistemas sintetizados.

Codigo da amostra Diametro de particula (nm) PDI
EWPC100 116 (29,50) 0,001
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EWPC50 111 (23,40) 0,001
EWPI100 82 (10,80) 0,00
EWPI50 107 (33,90) 0,002

Resultados de diametro de particula expressos em Valor médio * desvio padrdo. n=3

EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona
absoluta; EWPC50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona 50% v/v; EWPI100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada precipitado
em acetona absoluta; e EWPI50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada

precipitado em acetona 50% v/v.

A analise do tamanho de particula é fundamental no desenvolvimento de
sistemas de produgédo de nanoparticulas, pois o tamanho influencia diretamente os
parametros fisicos e as funcionalidades que as particulas podem vir a adquirir ou
potencializar na escala nano. As distribuicbes de didametros e os indices de
polidispersdao para os sistemas EWPC100, EWPC50, EWPI100 e EWPIS0 séao
apresentados na Figura 13. Os tamanhos médios das particulas produzidas ficaram
em torno de 100 nm, além disso € possivel notar que os baixos valores de PDI
indicam que os sistemas avaliados sdao monodispersos, com distribuicdo de
tamanhos bastante homogénea. Ademais, constatou-se que os didmetros obtidos

foram semelhantes aos tamanhos fisicos observados por meio da analise de MEV.

Figura 13: Distribuicdo de didametros e os indices de polidispersédo para os sistemas
EWPC100 (A), EWPC50 (B), EWPI100 (C) e EWPI50 (D).
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EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona
absoluta; EWPC50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona 50% v/v; EWPI100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada precipitado
em acetona Absoluta; e EWPI50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada em

acetona 50% v/v.
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Estudos recentes que utilizaram os mesmos materiais de parede para
producao de nanoparticulas contendo compostos bioativos chegaram a resultados
de tamanho de particula comparaveis aos encontrados para os sistemas estudados.
Rosales et al. (16) nanoencapsularam  antocianinas de amora preta por
‘self-assembling’ utilizando pectina e lisozima, obtendo tamanhos de 198,5 nm e
PDI de 0,18. Rashid et al. (21) encapsularam um extrato de casca de roma rico em
compostos fenodlicos em proteina do soro de leite isolada e maltodextrina, utilizando
Tween 80 como surfactante, pela técnica de ultrasonicagio para reduzir o tamanho
das particulas, obtendo tamanhos de 218,8 nm e PDI de 0,15. Safarpour, Kenari &
Farmani (122) encapsularam um extrato rico em compostos fendlicos de Salvia
oficinallis L. em proteina de soro de leite isolada e goma de sementes de Lepidium
perfoliatum pelo método de emulsificagdo agua/dleo/agua, utilizando Tween 80 como
surfactante, obtendo particulas com faixa de tamanhos de 217 a 270 nm.

E importante também destacar o efeito do método de encapsulagdo por
nanoprecipitagcdo para a obtencdo de particulas contendo compostos fendlicos na
escala nano. Huang et al. (123) nanoencapsularam resveratrol em pectina e zeina e
obtiveram um diametro médio de particula de 120 nm em pH 7,0. Calliari et al. (80)
produziram nanoparticulas contendo extrato de Hibiscus sabdariffa rico em
compostos fendlicos tendo zeina como material de parede, obtendo particulas com
176 nm de tamanho e PDI de 0,18. Gali et al. (120) produziram nanoparticulas a
base de zeina e goma arabica contendo um extrato de Ruta chalepensis L. rico em
rutina, um flavonodide, e obteve particulas de tamanhos na faixa de 80 a 170 nm.

A nanoencapsulagdo de compostos fendlicos tem demonstrado grande
potencial para protegdo, manutengdo e/ou potencializagdo das propriedades
funcionais, principalmente a atividade antioxidante, a bioacessibilidade e a
biodisponibilidade, que sao influenciadas pelos compostos ligados a sua estrutura.
As interagcdes entre os compostos fendlicos e a pectina tém sido estudadas na
preservacdo das propriedades e estabilizacdo da estrutura molecular destes
compostos, protegendo da degradacgao e preservando sua agao antioxidante (124).

Além disso, a escolha de utilizar proteinas de soro do leite em
combinagdo com a pectina para a sintese das nanoparticulas se deu pela
funcionalidade das proteinas de atuarem como tensoativos. Ao interagir com
diferentes materiais, as proteinas sofrem mudancas conformacionais de forma a

permitir um maior numero de interagdes quimicas favoraveis, estabilizando o
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complexo através de interacdes eletrostaticas, reduzindo a tensao superficial do
sistema. Sendo assim, ao optar pela combinagao de biopolimeros, as proteinas do
soro de leite atuaram como material de parede e surfactante, permitindo a formagao
de nanoparticulas esféricas de superficie lisa (94), conforme observado nas imagens
obtidas por MEV.

5.3.2.3. Potencial Zeta ()

Para promover a sintese das particulas e encapsulagcdo dos ativos, sao
necessarias interagdes eletrostaticas entre os materiais presentes no sistema, cujos
resultados podem ser avaliados por meio da determinagdo do potencial Zeta (PZ).
Potencial Zeta € um termo cientifico para o potencial eletrocinético de sistemas
particulados e a medicdo do potencial { € a maneira mais simples e direta de
caracterizar a carga superficial de particulas (125). Esta técnica fornece informacdes
sobre a estabilidade da solugao, resultante das forgas atrativas e repulsivas entre as
particulas, que possuem diferentes cargas superficiais. As diretrizes classificam as
dispersdes de nanoparticulas com valores PZ de + 0—-10 mV, £10-20 mV e +20-30
mV e > + 30 mV como altamente instaveis, relativamente estaveis, moderadamente
estaveis e altamente estaveis, respectivamente (126).

O pH é talvez o parametro que mais influencia as medicdes de potencial
¢, especialmente em dispersdes aquosas, o que o torna relevante quando
considera-se a aplicagdo das particulas em formulagdes alimenticias e
farmacéuticas. O potencial ¢ varia com o pH e torna-se mais positivo e negativo em

magnitude com pH acido e basico, respectivamente (126).

Neste estudo, foram geradas curvas de titulagdo de potencial { em fungao
do pH para cada uma das formulagbes estudadas (Figura 14), o que ajudou a
determinar o ponto isoelétrico (pl), fator extremamente importante a ser avaliado
pois os sistemas de particulas perdem estabilidade e aglomeram/floculam quando o

pH esta proximo do pl.
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Figura 14. Curvas de potencial { em fungcdo do pH para cada as formulagdes
estudadas: A) EWPC100; B) EWPC50; C) EWPI100; D) EWPI50.
A) 15

10

4]
|

s
E
E 0 T 1
& 15 , 55 65 75 8,5 95
5
1
s
[=]
o
_10,
-15 ——
8,987305;-
20 16,175612
pH
B) 5
0
1
)
E
@ -5
k!
N
5
g -10
2
(=]
o
-15
8,845459 -
-20 17,3301
pH
C) 5
0
s
£
8 54
D
N
s
2-10 1
[]
e
°
o
-15 |
8,951904 -
-20 17,5033

pH



67

D) 5

0

s 15 95

E

® -5

D

N

I

g 10

]

(=]

o
-15 7.636108 -

18,8062

-20

pH

EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona
absoluta; EWPC50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona 50% v/v; EWPI100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada precipitado
em acetona absoluta; e EWPI50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada

precipitado em acetona 50% v/v.

Analisando as curvas de potencial Zeta acima, observa-se que 0s
sistemas apresentam alta instabilidade em pH acido, em que os potenciais { chegam
ao valor de zero nas faixas de pH entre 2,0 e 4,0. Em todas as curvas é possivel
identificar um ponto de inflexdo em pH préximo de 5,0 - 5,5 que corresponde a faixa
de pH do ponto isoelétrico das proteinas do soro do leite. A partir do ponto de
inflexdo, o potencial { passa a assumir valores mais altos indicando a faixa de pH
onde os sistemas apresentam maior estabilidade, ou seja, na faixa de pH fora do pl
das proteinas utilizadas.

Para EWPC100, o valor mais alto de potencial ¢ foi de -16,18 mV no pH=
9, EWPC50 foi -17,33 mV em pH= 8,85, EWPI100 foi -17,5 mV em pH= 8,95 e
EWPI50 foi -18,80 mV em pH= 7,64, valores que classificam os sistemas avaliados
como relativamente estaveis. Apesar de os melhores valores de potencial Zeta
ocorrerem em pH mais elevado, as curvas permanecem quase constantes a partir
do pH= 6,0 onde os sistemas entram numa zona de relativa estabilidade, indicando a
faixa de pH mais adequada a ser considerada para as aplicagdes dos sistemas
avaliados.

De maneira semelhante, Ghasemi et al. (127) avaliaram o efeito do pH
sobre o potencial Zeta de nanocomplexos de proteina de soro do leite concentrada e

pectina contendo Oleo de casca de laranja produzidos por ultrasonicagdo e



68

utilizando Tween 80 como agente emulsificante, e observaram que o potencial { nos
valores de pH de 3,0, 6,0 e 9,0 foram +1,7, -19,0 e -30,3 mV, respectivamente.
Resultado que seguiu uma tendéncia muito parecida com a que foi observada no
presente estudo. Os autores argumentam que em pH = 3,0, abaixo do ponto
isoelétrico (pl) das proteinas, os biopolimeros se neutralizam e a carga resultante
fica muito proxima de zero (+1,7 mV).

Em um sistema binario polissacarideo-proteina, a pectina aniénica é
capaz de se complexar com as proteinas do soro do leite por meio de interacdes
eletrostaticas como resultado de cargas opostas entre os grupos carboxila da
pectina (COO") e os grupos amino da proteina (NH;*). No entanto, essas interagdes
dependem fortemente do pH do meio, pois a proteina é anfotérica, enquanto a
pectina pode perder suas cargas negativas em pH abaixo de seu valor de pKa, em
torno de pH= 3,5, formando acidos carboxilicos protonados (COOH) (128). Enquanto
o pH aumenta, observa-se um aumento dos valores de potencial Zeta. Isso pode
ocorrer devido ao excesso de acidos carboxilicos da pectina nédo ligados nas
nanoparticulas, em que a desprotonacdo causada pelo aumento do pH
(especialmente em pH de 4 a 10) supera a protonagdo das proteinas, levando a
valores negativos do potencial Zeta. Consequentemente, ocorre repulsédo
eletrostatica entre as nanoparticulas, evitando assim a sedimentacao e floculagao.
Além disso, acredita-se que em pH 6,0 - 7,0 as nanoparticulas seriam mais estaveis
devido a menor variagdo no potencial Zeta, faixa a partir da qual os valores se
tornam praticamente constantes (16).

Durante os experimentos foi observado que o pH da dispersdo dos
encapsulados, diretamente em agua destilada, ficava em torno de 5,0. Valor este
que se encontra na faixa de instabilidade das particulas, o que gerava floculagéao e
agregacao dos sistemas em solugdo. A caracteristica levemente acidica das
particulas quando dispersas diretamente em agua destilada ¢é advinda,
provavelmente, do processo de encapsulacdo das particulas. Considerando que o
extrato de jamboldo liofilizado e a pectina, quando em solugédo, apresentaram
valores de pH em torno de 3,0 e ao serem adicionados a solugao contendo as
proteinas de soro do leite atingiam pH proéximos a 4,0, faixa de pH em que ocorreu o
processo de encapsulagao. Os resultados de estabilidade obtidos através da analise
de potencial Zeta foram determinantes para que as demais analises de

caracterizacao fossem feitas de forma mais apropriada, justificando a utilizagdo do
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tampao fosfato pH=7,0 para a determinagdo de tamanho de particula por DLS e

atividade antioxidante.
5.3.2.4. Espectroscopia Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR (Figura 15) mostram os resultados para Tween 80,
agentes encapsulantes, extrato bruto de jamboldo e os encapsulados obtidos
(EWPC100, EWPC50, EWPI100 e EWPI50).

Para o tensoativo Tween 80, foi observada a presenca das bandas em
torno de 2919 e 2865 cm™ indicando o estiramento das ligagbes C—H do grupo
metileno, e em 1461 cm™ que corresponde ao dobramento das ligagdes C—H deste
mesmo grupo. Além disso, a banda em 1097 cm™ é associada ao estiramento das
ligagcbes C—O—C (129).

No espectro da pectina é possivel destacar a banda na regido de 3251
cm™, que reflete as interagdes entre os grupos O—H dos acidos carboxilicos, e a
banda na regido de 1015 e 1103 cm™" correspondendo ao estiramento da ligagdo C
—O dos acidos galacturdnicos que constituem a pectina (130).

Para a proteina do soro do leite isolada, a presenga de bandas
caracteristicas na regido 3278 cm™ diz respeito a absorgdo dos grupos N—H das
aminas e amidas das proteinas, em WPC essa banda surge em 3270 cm™'. A banda
1392 cm™ corresponde ao alongamento da ligagdo C—O, 1627 cm™ a amida |, e
1515 cm™ ao dobramento de N—H e alongamento C—N da amida Il. E para a
proteina do soro do leite concentrada, as bandas de absorgcéo para as amidas | e |l,
respectivamente, foram observadas em 1631 cm™ e 1519 cm™ (131).

No espectro do extrato rico em polifenéis do jamboldo, podem ser
identificadas as bandas associadas as interagdes entre os grupos O—H dos acidos
carboxilicos (3317 cm™), cuja suavidade e largura esta associada a materiais ricos
em antocianinas. Em 1029 cm™ . pode ser observada a banda que pode estar
associada ao estiramento da ligagdo C—O do grupo funcional dos fendis, e aos
dobramentos de C—H nas cadeias carbbnicas de antocianinas e de outros
compostos fendlicos (132).

A analise dos espectros de infravermelho dos encapsulados mostrou que
todos os materiais sintetizados retiveram o perfil caracteristico das proteinas
utilizadas como material de parede, indicando que as proteinas recobrem o exterior

das particulas, porém com certos deslocamentos causados pelas interacbées com os
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outros materiais presentes nos sistemas. As bandas de absorcdo para as amidas | e
II, respectivamente, foram observadas em EWPC100 e EWPC50 em 1627 e 1527
cm™, em EWPI100 em 1631 e 1531 cm™ e em EWPI50 em 1631 e 1523 cm™.

Foi identificada a formacao de novas bandas nos espectros dos materiais
sintetizados, nas regides de 1072 a 1022 cm™ em EWPC100, EWPC50 e EWPI50 e
em 1072 e 1026 cm™ para EWPI100. O surgimento destas bandas indica a presenca
de novas interagbes quimicas entre as proteinas, o extrato e a pectina, mostrando
que o meétodo de nanoprecipitagdo foi eficiente na encapsulagdo do extrato de
jamboldo rico em compostos fendlicos em nanoparticulas de proteinas de soro do

leite e pectina.

Figura 15: Espectros de infravermelho por transformada de Fourier dos diferentes
pods encapsulados, obtidos pela técnica de nanoprecipitagdo sendo A) EWPC100, B)
EWPC50, C) EWPI100 e C) EWPI50.
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Intensidade Relativa

cm™’

a) Tween 80, b) Extrato bruto, c) Pectina, d) proteina do soro do leite concentrada,; e) EWPC100-
encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona absoluta,; f)
EWPC50- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em acetona
50% vlv,; g) proteina do soro do leite isolada, h) EWPI100- encapsulado em pectina e proteina do
soro do leite isolada precipitado em acetona absoluta, i) EWPI50- encapsulado em pectina e proteina

do soro do leite concentrada isolada precipitado em acetona 50% v/v.

5.3.2.5. Difracao de raio X

A anadlise de difracdo de raio X é utilizada no estudo da estrutura
(cristalina ou amorfa) de materiais encapsulados e de matrizes poliméricas (60). A
Figura 16 apresenta os difratogramas para as proteinas utilizadas como materiais de
parede e os encapsulados obtidos. E possivel observar que os encapsulados
preservaram o mesmo padrao e estrutura amorfa observada nos difratogramas das
proteinas do soro do leite utilizadas, o que mostra a predominancia de estruturas
com cadeias moleculares desorganizadas.

Ao avaliar o difratogramas da pectina (Figura 15G), pode-se concluir que
esta apresenta estrutura semi-cristalina, em funcéo da presencga de picos definidos e
mais intensos em sinais em 26 de ~10°, 20° 30°. No entanto, tal comportamento n&o
foi observado nos materiais encapsulados, o que corrobora com os achados do FTIR
que sugerem que as particulas estdo recobertas pelas proteinas, apresentando

perfis nos difratogramas praticamente idénticos.
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Cabe ressaltar que, para esta analise, a estrutura do extrato ou dos
compostos a serem encapsulados também pode ser observada por DRX de forma a
avaliar se houve interagdo quimica entre os compostos bioativos e os demais
materiais presentes no sistema apds a encapsulagédo. Todavia, o extrato de jambol&o
liofilizado utilizado neste estudo, por ser altamente higroscopico, ndo pbde ser

avaliado em fungao desta caracteristica.

Figura 16: Difratogramas de raio X dos agentes encapsulantes A) WPC, B) WPI e
dos encapsulados C) EWPC100, D) EWPI100, E) EWPC50, F) EWPI50 e G)PEC.
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Legenda: A) WPC- proteina do soro do leite concentrada; B) WPI- proteina do soro do leite isolada;
C) EWPC100- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona absoluta; D) EWPI100- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite isolada
precipitado em acetona a Absoluta; E) EWPC50- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite
concentrada precipitado em acetona 50% v/v; F) EWPI50- encapsulado em pectina e proteina do soro

do leite concentrada isolada precipitado em acetona 50% v/v; G) PEC- Pectina.

5.3.3. Atividade Antioxidante in vitro das particulas

A partir do resultado referente ao teor de compostos fendlicos totais do
EJL (0,04426 mg CFT/ mg EJL) e considerando que foram utilizados 2,2 g deste
extrato em cada sistema de encapsulagdo, foram adicionados inicialmente aos
sistemas 97,38 mg CFT. Na sequéncia, a determinacdo da eficiéncia de
encapsulacido foi realizada para cada sistema a partir da determinagdo de CFT

(EE% CFT). Neste sentido, foi possivel estabelecer a quantidade em miligrama de
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encapsulado liofilizado que apresentaria, como o EAJ, 0,04426 mg CFT, conforme
mostra a Tabela 6. Essa quantidade de cada sistema de particulas liofilizadas foi

utilizada, entao, para determinagao da atividade antioxidante.

Tabela 6: Quantidade em mg dos encapsulados que contém 0,04426 mg CFT.

Caodigo da Rendimento Conc. CFT Qtde. encaps. (mg)
amostra final (g) EE% CFT (mg CFT/ mg | contém 0,04426 mg
encaps.) CFT
EWPC100 1,4759 82,39 (1,59) 0,054 0,82
EWPC50 1,5170 73,81 (6,72) 0,047 0,94
EWPI100 2,2301 84,61 (1,64) 0,037 1,19
EWPI50 1,4859 75,80 (6,91) 0,05 0,89

Legenda: EWPC100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada precipitado em
acetona absoluta; EWPC50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite concentrada
precipitado em acetona 50% v/v; EWPI100 - encapsulado em pectina e proteina do soro do leite
isolada precipitado em acetona absoluta; e EWPI50 - encapsulado em pectina e proteina do soro do

leite isolada precipitado em acetona 50% v/v.

Inicialmente, a atividade antioxidante do extrato de jambol&o liofilizado
(EJL) foi determinada, obtendo-se um valor de 246,81 (2,76) umol Eq. Trolox/mg de
EJL. Os resultados da atividade antioxidante das particulas, mostrados na Figura 17
abaixo, para EWPC100 [375,36 (0,89) umol eq. de trolox/ 0,82 mg], EWPCS50
[472,62 (27,68) umol eq. de trolox/ 0,94 mg], EWPI100 [518,31 (30,96) umol eq. de
trolox/ 1,19 mg] e EWPI50 [417,14 (19,62) umol eq. de trolox/ 0,89 mg] mostram que
a atividade antioxidante de todos os sistemas de particulas foi significativamente
maior que a atividade antioxidante do EJL para o mesmo teor de CFT (0,04426 mg
FT). Sendo a atividade antioxidante desses compostos fendlicos potencializada em
52,08% em EWPC100, 91,49% em EWPCS50, 110% em EWPI100 e 69,01% em
EWPIS50.
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Figura 17. Atividade antioxidante do extrato de jambolao liofilizado em comparagéo

com os sistemas de particulas fabricados.
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Letras iguais na mesma linha indicam médias que nao diferiram entre si (Tukey, p < 0, 05). EJL-
Extrato de Jambolao liofilizado; EWPC100- encapsulado em pectina e proteina do soro do leite
concentrada precipitado em acetona absoluta; EWPC50- encapsulado em pectina e proteina do soro
do leite concentrada precipitado em acetona 50% v/v; EWPI100- encapsulado em pectina e proteina
do soro do leite isolada precipitado em acetona absoluta; e EWPI50- encapsulado em pectina e
proteina do soro do leite isolada precipitado em acetona 50% v/v.

Dentre os sistemas estudados, o valor da atividade antioxidante de
EWPI100 nao diferiu significativamente de EWPC50, mas foi significativamente
(p<0,05) mais alto que os valores observados para EWPC100 e EWPI50, que
também néo diferiram significativamente entre si, assim como EWPC50 e EWPI50.
Resultado que indica que o sistema EWPI100 e EWPC50 se destacaram entre os
sistemas quanto a potencializacdo da atividade antioxidante dos compostos
fendlicos do jambolao.

Esses resultados comprovam que o processo de encapsulagdo dos
compostos fendlicos, em especial antocianinas, do jambol&o utilizando pectina e as
proteinas do soro do leite concentrada e isolada, pelo método de nanoprecipitacao,
nao so preservou a atividade antioxidante dos compostos encapsulados como
também potencializou esta atividade. Salientando que a atividade antioxidante esta
relacionada a propriedades bioativas atribuidas aos compostos fendlicos
encontrados no jamboldo e seus beneficios para a saude humana (3). A
potencializagdo da atividade antioxidante das nanoparticulas contendo compostos
fendlicos de jamboldo com relacdo ao extrato bruto representa um resultado

promissor e pode representar economia de matéria-prima, tendo em vista que
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menores quantidades de extrato presente nas particulas vao ser necessarias para
atingir resultados equivalentes ou superiores aos obtidos para o extrato nao
encapsulado.

A nanoencapsulacdo de compostos bioativos tem sido estudada para a
protecdo, manutencao ou potencializacdo da atividade antioxidante de compostos
bioativos. Salah et al. (77), encapsularam antocianinas de framboesa em
nanoparticulas de B-lactoglobulina pelo método de dessolvatacao e ultrasonicagao e
observaram uma relagao direta entre a concentracdo de antocianinas nas particulas
e 0 aumento da atividade antioxidante, que chegou a valores de 82,51% de captura
do radical DPPH, porém este estudo nao fez a avaliacdo da atividade antioxidante
das antocianinas ndo encapsuladas para efeito de comparagao. Ja Kenari & Razavi
(107) produziram nanoemulsdes (tamanhos de particula de 76,5 a 99,3 nm)
contendo extrato de flores de Bouganvillea spetabilis, fonte de compostos fendlicos e
antocianinas, goma de sementes de Urtica dioica como materiais de parede e Tween
80 como surfactante, e observaram que o extrato encapsulado apresentou valores
de atividade antioxidante superiores ao extrato bruto, avaliada pelos testes de DPPH
e FRAP. Resultados semelhantes foram apresentados por Soleymanfallah et al (132)
ao encapsular um extrato aquoso de uvas em nanoparticulas de quitosana e
tripolifosfato.

A potencializagdo da atividade antioxidante observadas no presente
estudo e na literatura citada pode ser associada ao aumento da superficie de
contato proporcionada pelos pequenos tamanhos obtidos através da
nanoencapsulagdo, que possibilita um maior numero de interagbes quimicas,
estabiliza os compostos ativos, aumentando a dispersibilidade, a bioacessibilidade e
a biodisponibilidade dos compostos encapsulados (93). Estudos futuros poderao
esclarecer os mecanismos envolvidos nos achados do presente trabalho.

O material da parede usado também pode afetar as propriedades
antioxidantes das particulas produzidas. Dependendo da capacidade dos materiais
de parede de doar elétrons e hidrogénios, eles podem participar e favorecer reagdes
antioxidantes (133). Ao encapsular naringenina, um composto fenélico do grupo dos
flavonoides com alta atividade antioxidante, em nanoparticulas (140 nm) de proteina
de soro de leite isolada, Yin et al. (134) observaram um efeito antioxidante sinérgico
entre as atividades da proteina e do flavonoide. Os autores reportaram que as

proteinas do soro de leite, compostas por B-lactoglobulina, a-lactoalbumina e
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albumina bovina sérica, podem apresentar atividade antioxidante. A B-lactoglobulina
contém cinco cisteinas, que sao convertidas em duas pontes dissulfeto
intramoleculares e um grupo tiol (-SH) livre, e a capacidade de eliminacdo de
radicais livres destas proteinas € relacionada principalmente ao grupamento tiol. Ja
a atividade antioxidante dos compostos fenolicos é atribuida aos grupos hidroxilas
ligados aos anéis de fenol de suas estruturas. No presente estudo, os resultados de
caracterizagcdo das particulas (FTIR e DRX) demonstraram que as particulas
mantiveram principalmente o perfil estrutural das proteinas utilizadas como agentes
encapsulantes, o que pode contribuir para o aumento do potencial antioxidante
observado. Além disso, a ampliagdo da superficie de contato promovida pela
nanoencapsulagdo, a estabilizacdo e consequente redugdo da agregacao das
nanoparticulas no pH 7,0 aumentam a exposi¢cédo dos grupos funcionais favorecendo
as interacdes e, consequentemente, melhorando a atividade antioxidante.

A potencializagédo da atividade antioxidante das particulas reforcam a
escolha da nanoprecipitacdo para a encapsulacdo de antocianinas e outros
compostos fenodlicos de jambolao, o qual demonstrou ser um excelente método para
a producdo de sistemas de nanocarreadores, com destaque para os sistemas
EWPC50 e EWPI100, que apresentaram otimas caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais, além de alta atividade antioxidante, potencializada em 91,49 e 110% com
relagdo ao extrato bruto, respectivamente, propriedade que esta diretamente
relacionada com varios beneficios a saude humana. Avaliagdes futuras irdo
investigar qual destes sistemas reune as melhores caracteristicas para aplicagao
como aditivo antioxidante e corante em alimentos e nutracéuticos, além de avaliagao
em estudos pré-clinicos (modelo animal). As proteinas do soro do leite e a pectina
utilizadas como materiais de parede s&o biopolimeros naturais de alto valor biolégico
e com diversas aplicagdes tecnoldgicas, especialmente na industria de alimentos.
Isto posto, os sistemas de nanoparticulas produzidos e caracterizados pelo presente
estudo apresentam alto potencial de desenvolvimento de futuros estudos que
avaliem a estabilidade, biodisponibilidade e a seguranga das particulas, visando
ampliar suas possibilidades de aplicacao.

Os resultados apresentados neste trabalho trazem alternativas viaveis e
econdmicas para o aproveitamento do jamboldo, que é reconhecidamente uma
fonte rica em compostos bioativos benéficos para a saude humana, porém muito

pouco explorada comercialmente quando comparada a outras frutas tropicais. Os
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compostos fendlicos do jamboldo possuem étimas propriedades antioxidantes, e a
extragao destes compostos € uma estratégia para inclusdo desses compostos em
alimentos e para a produg¢ao de produtos com alto valor agregado. A tecnologia de
ultrassom utilizada para a obtencdo do extrato estudado neste trabalho é
considerada um método de extracdo “verde”, mais eficiente em termos de tempo e
consumo de energia, além de possibilitar a eliminagdo do uso de solventes
organicos considerados perigosos para a saude humana e para o meio-ambiente.
Além disso, este trabalho trouxe a proposta de um método simples e econémico
com aplicacdo de nanotecnologia para a produgdo de particulas contendo
compostos fendlicos de jamboldo a base de biopolimeros naturais, que
apresentaram o6tima atividade antioxidante e um grande potencial de aplicagdo em

alimentos e em estudos que avaliem suas funcionalidades biologicas.
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6. CONCLUSOES

Este estudo avaliou o efeito de diferentes métodos de extracdo
(convencional - EC, exaustiva- EE e assistida por ultrassom- EAU), sobre o
rendimento de compostos fendlicos totais (CFT) e antocianinas de jamboldo. Os
resultados obtidos demonstram que a extracdo de CFT é favorecida pela melhora de
solubilidade gerada pelo emprego de temperatura da EC, enquanto que para as
antocianinas, a quebra da parede celular pela EAU se mostrou mais benéfica.

A identificacdo dos compostos fendlicos presentes nos extratos apontou a
presenca de pelo menos 13 compostos, principalmente as antocianinas malvidina
3,5-diglicosideo, delfinidina 3-galactosideo e cianidina 3,5-diglicosideo, procianidina
B2 e acidos fendlicos caftarico, galico, cafeico e clorogénico. O extrato EAU foi
escolhido para sequencial processo de encapsulacdo por se mostrar um método
vantajoso pela economia de tempo, além de apresentar um o6timo potencial
antioxidante e corante.

A técnica de nanoprecipitagéo, aliada a combinagao de diferentes agentes
encapsulantes e a precipitacdo em diferentes composi¢cdes de fases antissolvente,
demonstrou ser eficiente na encapsulagcdo dos compostos interesse, obtendo
particulas na escala nano com caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias e com
potencial antioxidante potencializado, o que pode proteger e otimizar a aplicagao

destes compostos em produtos alimenticios.
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7. TRAJETORIA ACADEMICA

As principais contribuicdes desta dissertacdo foi propor um método de
processamento do jamboldo, para a obtencdo de produtos com alto valor
econdmico e tecnolégico agregado, os extratos e os encapsulados, a partir de um
fruto muito pouco explorado comercialmente. As tecnologias utilizadas para a
obtencdo do extrato e das particulas sao consideradas simples, econémicas e
sustentaveis, eficientes em termos de tempo e consumo de energia, além de
utilizar solventes e ingredientes seguros para aplicagdo em alimentos para
consumo humano. Os produtos deste trabalho apresentaram 6tima atividade
antioxidante e um grande potencial de aplicagcdo em alimentos e em estudos que
avaliem suas funcionalidades biolégicas.

O desenvolvimento deste trabalho comecgou no ano de 2021, com a
participacdo e apresentagcdo de artigo nas reunides cientificas quinzenais no
projeto de extensao “Nutrisbioativos”. Neste mesmo ano, o trabalho “Extraction of
polyphenols from Jambolan fruit (Syzygium cumini L.): Comparison of
ultrasound-assisted extraction with conventional methods” foi apresentado no
formato péster no 14° Simpdsio Latino Americano de Ciéncia de Alimentos
(SLACA) e participei do Congresso Interdisciplinar em Saude como avaliadora de
trabalhos, e como autora do trabalho “Composicdo centesimal e teor de
antocianinas do Jamboldo (Syzygium cumini)’. Atuei como colaboradora nos
projetos de pesquisa “Empoderamento da sociobiodiversidade regional por meio
da determinacdo do valor nutricional e bioativo de Plantas Alimenticias Nao
Convencionais (PANC)” e “Processamento, composi¢cdo centesimal e atividade
antioxidante da casca da manga e do jamboldo”.

No primeiro semestre de 2022, foi cumprido estagio em docéncia no
modulo pratico da disciplina de Bioquimica de Alimentos do curso de graduagao
em Nutricdo, em que atuei nas aulas praticas com os experimentos de
“‘Determinagédo de proteinas em alimentos”, “Fraudes em leite” e “Modificacéo de
pigmentos sob diferentes condi¢des”. Participei como co-orientadora e membro da
banca de TCC da aluna Ana Karolinne do Nascimento Silva intitulado
“Composicao centesimal e extracdo de compostos bioativos do Jambolao
(Syzygium cumini)’, além de atuar como colaboradora nos projetos de pesquisa

“Caracterizagao quimica, nutricional e funcionalidade de frutos da biodiversidade
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brasileira: Guajiru (Chrysobalanus icaco) e Goiti (Licania tomentosa).” e “Perfil
quimico, funcionalidade e aplicagao tecnoldgica de compostos bioativos de fontes
vegetais subutilizadas: estudos de Dbioprospecgcdo e valorizagdo da
sociobiodiversidade”.

No segundo semestre de 2022, foi feita a apresentacdo dos resumos
“Effect of the adjustment of formulation parameters on the encapsulation efficiency
of pectin particles loaded with anthocyanin-rich extract from Syzygium cumini L.” e
“Comparison between conventional and advanced methods of extraction on the
polyphenol content and antioxidant activity of jambolan fruits (Syzygium cumini L.)”
e participei do 2nd International Congress on Bioactive Compounds (ICBC 2022),
que aconteceu de 9 a 10 de novembro/ 2022, na UNICAMP. Foram publicados os
resumos expandidos “Efeito de métodos convencionais e avancados de extragao
no teor e atividade antioxidante de polifendis de jambol&o (Syzygium Cumini (L.))”
e “Avaliacao do efeito de diferentes condicbes de tempo e poténcia na extragao
assistida por microondas (EAM) de compostos bioativos do jambolao (Syzygium
cumini (L.))” nos “Anais do 28° Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos - CBCTA - 2022 ISBN: 978-65-5465-011-3" e participei do 28°
Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos que aconteceu de 22 a
25 de novembro/2022, com carga horaria de 31 horas. Ainda em 2022, participei
como co-orientadora e membro da banca de TCC da Thaiza Rodrigues de Souza
intitulado “Impacto do processamento no teor de bioativos da Monguba (Pachira
Aquatica Aubl.): O cacau - selvagem entre as Plantas Alimenticias N&o
Convencionais (PANC)”.

Em 2023, o resumo “Encapsulation of phenolic-rich extract from
jambolan by nanoprecipitation technique” foi submetido e aceito para
apresentacao no formato pdster no XXI B-Materials Research Society Meeting que
vai acontecer em Maceio-AL em outubro deste ano. Participei como co-orientadora
e membro na banca de TCC da aluna Maira Heloisa de Carvalho Lima com o
trabalho “Avaliacdo do efeito de diferentes condicbes de tempo e poténcia na
extracdo assistida por microondas de compostos bioativos do jamboléo (Syzygium
cumini (L.) Skeels).

Todas estas experiéncias foram valiosas para o aperfeicoamento e
amadurecimento da minha pratica profissional enquanto técnica de laboratério

servidora da universidade, e enquanto pesquisadora da area de alimentos. A
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participacdo como colaboradora em diversos projetos de pesquisa estreitou minha
relacdo com os alunos e professores do Departamento de Nutricdo, e as
habilidades adquiridas durante o desenvolvimento de meu projeto de dissertagao
agregou e possibilitou que eu participasse mais ativamente destes projetos.
Enquanto técnica de laboratério, eu tenho acompanhado a realizagdo do médulo
pratico da disciplina de Bioquimica de Alimentos ha varios anos, o que me ajudou
muito na participagédo como estagiaria em docéncia no modulo experimental da
disciplina, no entanto, foi a primeira vez em que eu planejei, organizei e conduzi os
experimentos com as turmas, e isso agregou novas habilidades que serdo muito
importantes em minha trajetéria enquanto profissional da educacdo desta

universidade.
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