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RESUMO

Neste trabalho foi abordado o estudo da albumina de ovo (ALB) e sua mistura com
pectina amidada de baixa metoxilagdo (PEC) como material de parede na encapsulacdo de
betalaina. Inicialmente, foram caracterizados os géis de ALB e dos produzidos usando a
mistura de albumina com diferentes propor¢oes de PEC (1, 2, 2,5, 3 e 4 %) (ALB-PEC), a pH
8 e sem ajuste de pH. A caracterizacao estrutural e as interacdes na matriz foram feitas através
das analises do potencial zeta, testes reoldgicos, espectroscopia de infravermelho e
microscopia confocal. Resultados de ensaios oscilatdrios indicaram que a estrutura formada
pelos biopolimeros apresentou caracteristicas de um gel fraco e foram dependentes da
frequéncia. As interacdes do tipo repulsdo eletrostatica, observadas entre a albumina e a
pectina nas concentracfes 1 % e 2 %, provocaram um aumento no médulo de armazenamento
(G’), no entanto, concentracdes acima de 2 % ocasionaram diminui¢do no valor de G’ e a
agregacdo da albumina na matriz. Numa segunda etapa do estudo, foram preparados criogéis
usando a betalaina como composto bioativo de interesse, sendo que o material de parede foi
formulado somente com ALB e com ALB-PEC usando 1 %, 2 % e 2,5 % de PEC. Para a
incorporacdo da betalaina foram propostas e avaliadas duas metodologias, chamadas de pré-
carga e pds-carga. As interacdes e as caracteristicas morfoldgicas foram analisadas por
espectrofotometria UV-visivel, infravermelho (FTIR), determinacdo de éarea superficial
especifica (BET) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). De acordo com os resultados,
foram encontrados altos valores de eficiéncia de encapsulacdo (88-97 %) independentemente
da concentragdo de pectina e da metodologia usada na incorporacdo da betalaina. Da anélise
dos espectros de FTIR foi estabelecida a ocorréncia de interagdes entre a betalaina, a ALB e a
PEC. O perfil de liberacdo da betalaina dos criogéis de ALB e ALB-PEC indicou que existe
um efeito significativo da concentragdo de PEC e da metodologia de incorporacdo da
betalaina na liberacdo a diferentes condicdes de pH. A analise morfoldgica indicou que o
criogel de ALB apresentou uma estrutura mais compacta, enquanto que os criogeis de ALB-
PEC apresentaram estrutura mais porosa. Finalmente, foi avaliada a estabilidade da betalaina
durante o armazenamento em duas umidades relativas, 32 e 83 % nas temperaturas de 4 °C,
30 °C e 40 °C. Para essas analises, foram selecionados os criogeis de ALB e de ALB-PEC (1

% PEC) usando a metodologia de pré-carga. A retencdo da betalaina (betanina + isobetanina)



e dos compostos fendlicos, assim como a atividade antioxidante foi determinada mediante
cromatografia liquida (HPLC), pelo método de Folin-Ciocalteu e pela captura do radical
ABTS*", respectivamente e os pardmetros de cor espectrofotometricamente. O criogel de
ALB permitiu manter altas retencdes da betanina e isobetanina (72 % e 82 %) a 32 % UR e 4
°C, assim como tempos de meia-vida de 108 dias e 165 dias, respectivamente, e também
proporcionou altas retengdes de atividade antioxidante (90-93 %) e de compostos fenolicos
(84-90 %) durante o armazenamento a 32 % UR, em todas as temperaturas. A retencdo da

betalaina foi drasticamente afetada pela umidade relativa de 83 % UR.

Palavras-chave: albumina, pectina amidada, isobetanina, cinética de degradacdo,

microestrutura, beterraba.



ABSTRACT

The thesis explores the capacity of egg albumen (ALB) and their mixture with low methoxyl
amidated pectin (PEC) as a wall material for betalain encapsulation. Initially, ALB gels and
those produced using the ALB and PEC mixture were characterized, at pH 8 and without pH
adjustment. The structural characterization and the interactions between each component in
the matrix were performed by using, zeta potential analysis, oscillatory rheological tests, FT-
IR spectrometry, and confocal microscopy. The oscillatory tests results indicated that the
structure formed by the biopolymers had characteristics of a weak gel, and were frequency
dependent. Results indicated that there was electrostatic repulsion between the albumin at 1
% and 2 % of pectin concentration, leading to an increase in storage modulus (G"), however,
concentrations above 2 % caused a decrease in the G' value, and formation of electrostatic
complexes, as well as the aggregation of albumin in the matrix. Additionally, cryogels with
betalain as guest molecule were prepared using ALB and ALB-PEC mixture with 1 %, 2 %
and 25 % of PEC. For the betalain inclusion, were proposed and evaluated two
methodologies, which were called pre-loading and post-loading. The physicochemical
interactions between betalain and wall material and morphological characteristics were
analyzed by UV-vis spectrophotometry, FT-IR spectrophotometry, specific surface area
determination (BET), and scanning electron microscopy (SEM). Also, encapsulation
efficiency and their delivery profile were analyzed. Criogels showed high encapsulation
efficiency (88-97%) regardless of pectin concentration and the betalain inclusion
methodology. Results of FT-IR indicated that there was an interaction among ALB, PEC and
betalain. The betalain delivery patterns were affected by PEC content and inclusion
methodology at different pH conditions. The morphological analysis indicates that ALB
cryogel has a more compact structure, whereas, ALB-PEC cryogel showed a more porous
structure. Finally, betalains stability in ALB and ALB-PEC cryogels (1 % PEC), using the
pre-loading methodology, was evaluated during storage at two relative humidities (32 and 83
% RH), at 4 °C, 30 °C and 40 °C. Betalains (betanin + isobetanin) and phenolic compounds
retention, as well as antioxidant activity and color parameters were determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC), Folin-Ciocalteu method, and radical capture of



ABTS**. ALB cryogel had high betanin and isobetanin retention (72 % and 82 %) during the
storage time at 32 % RH and 4 ° C, as well as half-lives were 108 and 165 days, respectively,
and even high retention of antioxidant activity (90-93 %) and phenolic compounds content
(84-90 %) were obtained at all storage temperatures at 32 % RH. The betalain retention was
highly affected by the relative humidity of 83 % RH.

Keywords: albumin, amidated pectin, isobetanin, kinetics of degradation, microstructure,
beetroot.
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INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os consumidores tém demonstrado crescente interesse no consumo
de alimentos que, além de suprirem os requerimentos basicos de energia, melhorem a saude.
Esse interesse tem conduzido ao desenvolvimento de alimentos e aditivos funcionais, capazes
de prevenir doengas ou amenizar problemas de salde a partir de compostos bioativos tais
como antioxidantes, vitaminas e probidticos (ONWULATA, 2013). No entanto, 0s compostos
bioativos sdo sensiveis a fatores tais como pH, temperatura, luz e oxigénio, 0s quais provocam
degradacédo e perda da atividade nutracéutica (DE SOUZA et al., 2013). A necessidade de
manté-los estaveis durante 0 armazenamento, 0 processamento ou 0 consumo tem levado a
aplicacdo de metodologias como a encapsulacdo, a qual, ao criar uma barreira, evita as
interagbes da molécula de interesse com seu entorno, melhorando, desta forma, sua
estabilidade durante periodos prolongados de tempo (CORONEL-AGUILERA; SAN
MARTIN-GONZALEZ, 2015).

A secagem por atomizacdo (spray-dryer) e a liofilizacdo sdo metodologias de secagem
comumente aplicadas ao processo de encapsulacdo (PASRIJA et al., 2015). A primeira tem
sido usada por varios autores para a estabilizacdo de pigmentos naturais. Robert et al. (2015)
avaliaram o efeito da temperatura de entrada de ar e a relacdo entre a polpa de figo da india e
a proteina isolada de soja (SPI). Os autores encontraram que a melhor relacdo foi 5:1 e a
temperatura de entrada de 100 °C, para obter 99 % de eficiéncia de encapsulacdo das
betacianinas e 98 % para as betaxantinas, assim como para melhorar a estabilidade durante o
armazenamento. Pitalua et al. (2010) preparou microcapsulas com suco de beterraba e goma
arabica através de spray drying. A atividade antioxidante foi avaliada durante o tempo de
armazenamento em diferentes condicGes de atividade de agua, sendo que 0s autores
constataram a méaxima estabilidade em a, < 0,521. Na encapsulacdo de pigmentos de
beterraba em spray-dryer, Janiszewska (2014) avaliou o efeito da goma arabica e da
maltodextrina sobre a estabilidade das betalainas. De acordo com os resultados, a goma
arabica proporcionou estabilidade dos pigmentos por maior periodo de tempo do que a
maltodextrina, o que foi atribuido a menor higroscopicidade dos pds preparados com a
primeira. Por sua vez, na encapsulacdo por spray-drying de betalaina extraida do figo da india

(O. ficus-indica), usando maltodextrina e a mistura maltodextrina-mucilagem de cacto foi
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demonstrado que a adicdo da mucilagem de cacto melhorou a eficiéncia do processo de
encapsulacio, estendendo o periodo de estabilidade do pigmento (OTALORA et al., 2015).

Em relacdo a aplicacdo da liofilizagdo ao processo de encapsulacdo, essa metodologia é
considerada eficiente na manutencdo de compostos bioativos, pois mantém sua atividade
devido as baixas temperaturas de processo (DA ROSA et al., 2013). Pasrija et al. (2015)
compararam a aplicacdo de liofilizacdo e spray drying na encapsulacdo do extrato de cha
verde, usando como materiais de parede maltodextrina e ciclodextrina, e encontraram que as
capsulas liofilizadas apresentaram maior eficiéncia de encapsulacdo de compostos fendlicos e
maior atividade antioxidante que as produzidas por spray drying. Da Rosa et al. (2013)
avaliaram a encapsulacao de acido galico usando quitosana, B-ciclodextrina e goma xantana,
através da aplicacdo de liofilizacdo. Os pesquisadores nao encontraram diferencas na
atividade antioxidante do 4&cido galico entre as microcapsulas preparadas pelos trés
biopolimeros e liofilizadas, porém, a matriz quitosana apresentou melhor eficiéncia na
encapsulacdo. Chranioti et al. (2015) encapsularam extratos aquosos de corantes de acafrao e
beterraba usando como material de parede maltodextrina, goma arabica, amido modificado,
quitosana e suas misturas. Eles reportaram que o material de parede usado afetou a prote¢édo
dos pigmentos, sendo a maltodextrina a que apresentou maior prote¢do, seguida da mistura de

goma arabica e amido modificado.

Nos ultimos anos novas tendéncias de encapsulacdo tém sido avaliadas a fim de
melhorar a protecdo e a liberacdo controlada de moléculas de interesse. Entre elas, destaca-se
a preparacdo de hidrogéis, os quais se definem como redes poliméricas hidrofilicas com
capacidade de absorver grandes quantidades de agua. Além de serem considerados bons
materiais de parede, apresentam grande capacidade de protecdo e liberacdo controlada de
ingredientes  bioativos, como  antioxidantes, vitaminas e probidticos (CALO;
KHUTORYANSKIY, 2014; FARJAMI; MADADLOU; LABBAFI, 2015).

Os hidrogéis sdo geralmente produzidos a partir de polissacarideos derivados de frutos
do mar, de algas, de vegetais, de residuos e excedentes agroindustriais. Entre eles destaca-se a
pectina, a qual € um biopolimero natural com capacidade de formacdo de gel, com boas
propriedades de biocompatibilidade, além de baixa toxicidade (DAFE et al., 2017). As
pectinas sdo consideradas bons materiais de parede, devido & protegdo que oferecem ao

material encapsulado durante seu transito pelo trato gastrointestinal até o colon, onde entéo é
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facilmente degradada, (FATHI; JULIAN, 2014; JUNG; ARNOLD; WICKER, 2013)
favorecendo a liberagéio de compostos bioativos (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016).

Os hidrogéis também podem ser produzidos a partir de proteinas globulares como a
albumina, as quais sdo consideradas de alto valor nutricional e apresentam propriedades
funcionais tais como emulsificacao, gelificacdo, capacidade espumante e de ligacdo de agua.
Além das proteinas serem amplamente utilizadas em formulagdes alimenticias devido ao seu
valor nutritivo, sua propriedade de gelificacdo é especialmente interessante por permitir a
formagdo de matrizes com a finalidade de carrear compostos bioativos (CHEN;
REMONDETTO; SUBIRADE, 2006).

Geralmente na encapsulacdo com hidrogéis, o material de parede é misturado ao
composto a ser encapsulado (pré-carregamento), no entanto, esse processo pode ter influéncia
negativa sobre a gelificagéo e a formagéo de rede dos hidrocoloides. Como alternativa, tem-se
utilizado como primeiro passo a formacdo do hidrogel, o qual é liofilizado em uma segunda
etapa, e posteriormente se realiza a adsor¢cdo do material a ser encapsulado (pés-
carregamento). No entanto, para garantir uma boa adsorcdo do produto de interesse €
necessario que os hidrogéis apresentem estruturas porosas bem definidas (BETZ et al., 2012).
Por essa razdo, o processo de secagem é a etapa mais critica, devido a que a eficiéncia da
encapsulacdo depende da preservacdo dessa estrutura. Como metodologias de secagem tem-se
utilizado a secagem convectiva com ar quente para a formacdo dos denominados xerogéis, a
secagem supercritica para a formagdo de aerogéis e a liofilizacdo para produzir criogéis,
sendo que a primeira ndo tem demonstrado sucesso devido aos danos provocados na estrutura

dos xerogéis durante o processo de secagem (BETZ et al., 2012).

As pesquisas sobre os hidrogeis pds-carregamento na encapsulagdo de moléculas
bioativas tém sido avaliadas por Ahuja (2015) que estudou a incorporacdo de metronidazol
em hidrogéis de polissacarideo carboximetil de semente de tamarindo e alcool polivinilico. Os
hidrogéis produzidos nessas matrizes apresentaram boas taxas de adsorcdo e liberacdo do
metronidazol e uma alta estabilidade térmica. Paduraru et al. (2012) avaliaram a incorporagao
de vanilina em hidrogéis a partir de alcool polivinilico e celulose microcristalina, e reportaram
uma diminuigdo no tempo de liberagdo e aumento na capacidade de intumescimento pela
presenca da celulose. Rutz et al. (2013) microencapsularam suco de pitanga em goma tara,
goma xantana e hidrogel de gomas tara-xantana, e reportaram que o hidrogel correspondeu a

liberacdo de carotenoides mais adequada quando submetido ao fluido gastrico e intestinal.
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As betalainas sdo pigmentos hidrossollveis presentes em frutas, vegetais e gréos
(CHHIKARA et al., 2019; ESCRIBANO et al., 2017; VERGARA et al., 2014). Esses
pigmentos tém sido reconhecidos, nos ultimos anos, como substancias bioativas
potencialmente  promissoras (ESCRIBANO et al., 2017; GANDIA-HERRERO;
ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016). A bioatividade é atribuida & sua forte
capacidade de eliminar radicais livres, sendo que resultados favordveis a sua acdo na
prevencdo de cancer sdo reportados por Gandia-Herrero, Escribano, & Garcia-Carmona
(2016). As betalainas sdo muito utilizadas como corantes, tanto na industria de alimentos
quanto na farmacéutica (MORENO et al., 2008). Na industria de alimentos a betalaina tem
sido usada em produtos lacteos, confeitaria e bebidas (JANISZEWSKA, 2014). No entanto,
esses pigmentos podem ser afetados por fatores externos como presenca de luz, pH,
temperatura (CHHIKARA et al.,, 2019; HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006;
JANISZEWSKA, 2014). Portanto, a encapsulacdo de betalainas é uma alternativa importante
para ampliar seu uso e preservar sua qualidade, evitando sua degradacdo durante o

armazenamento.

De acordo com o descrito anteriormente, ndo foram encontrados estudos sobre producao
de hidrogéis de misturas de pectina amidada de baixo grau de metoxilacdo e albumina e sobre
a incorporacdo de compostos bioativos nos mesmos. Portanto, o objetivo desta tese foi
investigar o efeito das concentracBes de pectina e albumina sobre as propriedades reolégicas
dos géis, assim como sobre a eficiéncia da encapsulacdo de betalainas e as propriedades

fisico-quimicas dos criogéis preparados através de pré-carregamento e pos-carregamento.
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4.4 Conclusoes

A umidade relativa (UR) e a temperatura afetaram a estabilidade das betalainas, no
entanto, a UR foi o parametro de maior importancia na estabilidade durante o tempo de
armazenamento. O criogel de ALB na umidade relativa de 32 % foi o que melhor protegeu a
betanina e a isobetanina a 4 °C. A adi¢do de PEC contribuiu com o aumento da estabilidade
da betanina a temperaturas maiores, e melhorou a retencdo dos compostos fenolicos na
umidade relativa alta. Em geral, a meia-vida das betalainas foi favorecida pela matriz de ALB,
enquanto que o criogel ALB-Bet-PEC foi afetado em menor medida pela temperatura. Os
criogéis de ALB-Bet e ALB-Bet-PEC podem ser usados como matrizes na protecdo de

betalaina.
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CONCLUSOES GERAIS

A mistura de albumina de ovo com pectina amidada de baixa metoxilacdo produz
estruturas do tipo gel, os quais sdo fracos sob acdo de esforcos de corte, independentemente
do pH. Esses géis tém propriedades bem interessantes, uma vez que a elasticidade da sua
estrutura pode ser afetada pela interagdo eletrostatica entre as cadeias do polissacarideo e da
proteina, ainda mais que é possivel a formacdo de complexos eletrostaticos, que levam a
mudancas no médulo de armazenamento. Além do processo de gelificacdo tipico da proteina,
foi demonstrado o efeito da pectina amidada na estrutura secundéria da albumina, aumentando

as estruturas do tipo p-folha, levando a sua agregacao dentro da matriz do gel.

Em relacdo a encapsulacdo da betalaina de beterraba (Beta vulgaris) usando como
material de parede criogeis produzidos a partir de albumina e pectina amidada de baixa
metoxilacdo, concluiu-se que os dois procedimentos de incorporacdo do material bioativo na
matriz, chamados de pré-carga e pds-carga sdo capazes de proporcionar alta eficiéncia de
encapsulacdo, sendo recomendavel o uso da pré-carga devido ao menor nimero de etapas no
processo de encapsulacdo. Ainda que as duas metodologias sejam capazes de encapsular a
betalaina satisfatoriamente, a taxa de liberacdo de betalainas é maior para o pos-carregamento.
A pectina amidada se apresenta como um elemento importante dentro da matriz, devido a sua
capacidade de aumentar a eficiéncia de encapsulacdo e a porcentagem de liberagéo,

dependendo do pH do meio.

Ainda que as betalainas (isobenanina + betaninas) sejam fortemente afetadas pela acao
das variacdes de temperatura e de umidade relativa, a encapsula¢do das mesmas em criogéis
de albumina e de sua mistura com pectina amidada apresenta-se como uma boa alternativa de
protecdo, melhorando sensivelmente a retencdo da isobetanina e dos compostos fenolicos. No
entanto, a capacidade de prote¢do do material de parede frente a condi¢des de armazenamento
é determinada pela composicdo do gel. De modo geral, o criogel s6 de albumina apresenta
melhores propriedades de protecdo de betalainas e compostos fenolicos a baixa umidade
relativa enquanto que a alta umidade, o uso da pectina amidada no criogel é vantajoso na

protecdo dos polifendis.

As propriedades ja conhecidas de biodegrabilidade e biocompatibilidade das proteinas
e dos polissacarideos como os usados neste estudo, somadas as possibilidades oferecidas

pelas interagdes entre 0s mesmos e correspondentes efeitos sobre as estruturas e
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caracteristicas dos géis, assim como sobre as caracteristicas dos criogéis como material de
parede, abrem novas oportunidades de formulagfes de compostos bioativos estaveis

preparados a partir de processos de encapsulacdo alternativos ao spray drying.





