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RESUMO

COSTA, Giovanna Vittoria Gaglianone Saraiva. Encapsulacdo do extrato dos residuos de
uva por gelificacdo ionica. Rio de Janeiro, 2025. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao
em Engenharia de Alimentos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Rio de Janeiro, 2025.

A producdo de vinho gera grandes volumes de residuos agroindustriais, sendo o principal deles
o bagago, com 17 kg a cada 100 litros de vinho tinto produzido. Esse residuo € rico em
compostos fendlicos com importantes propriedades bioativas, mas sua aplicagdo na forma livre
em alimentos e bebidas ¢ limitada pela baixa estabilidade frente a diversos fatores ambientais.
A encapsulagdo por gelificagdo idnica, que se baseia na capacidade de formacao de géis por
meio da interacdo entre polimeros anidnicos e ions multivalentes, pode contornar esse
obstaculo. Apesar de ser simples e de baixo custo, essa técnica apresenta como limitagdo a
difusdo de compostos hidrossoluveis para o meio externo. Diante disso, este trabalho avaliou a
influéncia da combinagdo de alginato de sdédio com isolado proteico do soro do leite (WPI),
gelatina, pectina e goma arabica nas concentragdes de 2,5% e 5% (m/v), na eficiéncia de
encapsulacdo de compostos fenolicos, antocianinas e capacidade antioxidante de esferas
produzidas por gelificacdo idnica a partir do extrato do bagaco da uva Syrah. Os resultados
mostraram que as esferas com WPI a 2,5% apresentaram as maiores eficiéncias de encapsulagao
de antocianinas (62,24%), compostos fendlicos (49,51%) e maior capacidade antioxidante
retida (42,64% para ABTS e 49,22% para DPPH). A formulacdo com pectina a 2,5% também
se destacou, com eficiéncia de encapsulagdo de compostos fendlicos de 41,64%. Em
contrapartida, as esferas com gelatina e goma arabica apresentaram desempenho inferior, com
menores eficiéncias de encapsulacdo e baixa capacidade antioxidante retida. A formulacao
controle apresentou a menor eficiéncia de encapsulagdo de compostos fendlicos (22,18%). Os
resultados evidenciaram que a combinagdo de alginato de s6dio com biopolimeros influencia
significativamente a eficiéncia de encapsulacdo de compostos fenolicos, tendo a formulagao
com 2,5% de WPI se destacado como a melhor op¢do entre as avaliadas. Esses achados

reforgam o potencial da encapsulagao como estratégia para valorizar residuos do bagaco de uva.

Palavras-chave: Encapsulamento. Compostos fendlicos. Bagago de uva.



ABSTRACT

COSTA, Giovanna Vittoria Gaglianone Saraiva. Encapsulacdo do extrato dos residuos de
uva por gelificacdo idnica. Rio de Janeiro, 2025. Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacao
em Engenharia de Alimentos) - Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,

Rio de Janeiro, 2025.

Wine production generates large volumes of agro-industrial waste, the main one being grape
pomace, with about 17 kg produced for every 100 liters of red wine. This residue is rich in
phenolic compounds with important bioactive properties, but its application in free form in
foods and beverages is limited due to its low stability when exposed to various environmental
factors. Ionic gelation encapsulation, which relies on the gelling capacity resulting from
interactions between anionic polymers and multivalent ions, can overcome this limitation.
Despite being simple and low-cost, this technique has the drawback of allowing the diffusion
of water-soluble compounds into the external medium. Therefore, this study evaluated the
influence of combining sodium alginate with whey protein isolate (WPI), gelatin, pectin, and
gum arabic at concentrations of 2.5% and 5% (w/v) on the encapsulation efficiency of phenolic
compounds, anthocyanins, and antioxidant capacity of beads produced by ionic gelation using
extracts from Syrah grape pomace. The results showed that beads with 2.5% WPI achieved the
highest encapsulation efficiencies for anthocyanins (62.24%) and phenolic compounds
(49.51%), as well as the highest retained antioxidant capacity (42.64% for ABTS and 49.22%
for DPPH). The formulation with 2.5% pectin also stood out, with a phenolic compounds
encapsulation efficiency of 41.64%. In contrast, beads with gelatin and gum arabic showed
lower performance, with lower encapsulation efficiencies and poor retained antioxidant
capacity. The control formulation presented the lowest encapsulation efficiency for phenolic
compounds (22.18%). The results demonstrated that combining sodium alginate with
biopolymers significantly influences the encapsulation efficiency of phenolic compounds, with
the 2.5% WPI formulation standing out as the best among those tested. These findings reinforce

the potential of encapsulation as a strategy to add value to grape pomace residues.

Keywords: Encapsulation. Phenolic compounds. Grape pomace.
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1 INTRODUCAO

A uva (Vitis vinifera L.) ¢ uma das frutas mais cultivadas e consumidas mundialmente,
reconhecida ndo apenas pelo seu valor nutricional, mas também por ser fonte de compostos
bioativos, que apresentam importantes propriedades benéficas a satde, como atividade
antioxidante, anti-inflamatorias, cardioprotetoras e neuroprotetoras (Vitdria et al., 2021).
Durante o processamento industrial da uva, especialmente na producao de sucos e vinhos, uma
grande quantidade de residuos ¢ gerada, sendo o bagago, composto pelas cascas, sementes €
polpa residual, um dos principais residuos. Segundo dados da industria, na produgdo de 100
litros de vinho tinto obtém-se 25 kg de residuo sendo 17 kg de bagago (Oliveira, 2012). Este
bagaco ¢ uma fonte abundante de compostos fendlicos, cuja recuperacdo e aproveitamento
representam uma estratégia para valorizar esses residuos e reduzir o seu impacto ambiental
(Carmo, 2021; Schwartz et al., 2020).

Os polifenois sdo os principais compostos encontrados no bagaco de uva, em especial
as antocianinas, pigmentos naturais da classe dos flavonoides e responsaveis pela coloracao
vermelho-arroxeada das uvas tintas (Damodaran; Parkin; Fennema, 2010). Apesar do grande
interesse despertado por esses compostos devido as suas propriedades, sua estabilidade ¢
limitada por fatores como pH, luz, oxigénio e temperatura, o que dificulta sua aplicagao direta
em alimentos (Castafieda-Ovando et al., 2009). Diante disso, técnicas promissoras vém sendo
exploradas para preservar os compostos fendlicos, entre as quais se destaca a encapsulagdo, que
consiste no aprisionamento de substancias em materiais encapsulantes, formando particulas que
podem proteger os compostos de fatores adversos do ambiente, além de possibilitar sua
liberacdo controlada em matrizes alimentares ou farmacéuticas (Gharsallaoui et al., 2007;
Raddatz; Menezes, 2021).

Entre as diversas técnicas disponiveis para encapsulagdo, a gelificagdo idnica ¢ uma das
abordagens estudadas para esse fim, principalmente pela sua simplicidade. Trata-se de uma
técnica de encapsulacdo baseada na formacao de redes poliméricas em meio aquoso, por meio
da interagdo entre polimeros anidonicos, como o alginato de sodio e cations divalentes, como o
cloreto de calcio. Essa metodologia apresenta vantagens como baixa temperatura de operagao,
baixo custo e utilizacdo de materiais biocompativeis (Burey et al., 2008; Menezes; Silva;
Furtado, 2020).

Apesar das vantagens, a gelificagdo i0nica apresenta uma limitagdo importante: a
difusdao de compostos hidrossoluveis para o meio externo durante o processo de encapsulagao,

o que reduz significativamente a eficiéncia de encapsulagdo, especialmente no caso de
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moléculas como as antocianinas, devido a sua hidrofilicidade (Moura et al., 2017). Isso ocorre
principalmente durante o gotejamento da solug¢do polimérica no banho de gelificagcdo, onde ha
um forte gradiente de concentragdo que favorece a migracao das substancias soluveis. Como
alternativa, uma estratégia promissora para mitigar esse problema ¢ o preenchimento dos poros
das esferas com biopolimeros adicionais, capazes de formar uma matriz mais densa ou
complementar, diminuindo a porosidade e restringindo a liberagdo prematura dos compostos
ativos (Belscak-Cvitanovic et al., 2015; Norkaew et al., 2019). Diferentes materiais vém sendo
testados com esse propoésito, possibilitando melhorias na protegdo dos compostos bioativos -
especialmente das antocianinas e outros compostos fendlicos soluveis em agua - e na
funcionalidade das esferas (Kurozawa; Hubinger, 2017). Entre os materiais mais testados para
reduzir a perda por difusdo, destacam-se polissacarideos como amido, inulina, goma arabica,
maltodextrina, pectina e proteinas como o isolado proteico de soro de leite e o caseinato de
calcio. Essa estratégia tem mostrado resultados promissores para compostos fendlicos em geral
e, especificamente, para antocianinas. Por exemplo, formulagdes a base de whey protein, goma
arabica e maltodextrina ja foram empregados na encapsulacdo de extratos de antocianinas
atingindo eficiéncias superiores a 82% e reduzindo a sua degradagdo térmica (Tao et al., 2017).
Além disso, particulas formadas com pectina e whey protein t€ém sido utilizadas para encapsular
antocianinas, aumentando a estabilidade térmica do pigmento (Arroyo-Maya; McClements,
2015). Dessa forma, a combinacdo de biopolimeros se destaca como uma abordagem
interessante para aprimorar a estabilidade e o desempenho funcional de esferas produzidas por
gelificagdo idnica.

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia da
combinagdo de alginato de sddio com diferentes biopolimeros de preenchimento (pectina, goma
arabica, gelatina e WPI) na eficiéncia de encapsulagdo de compostos fenolicos, antocianinas e
capacidade antioxidante de esferas produzidas por gelificagdo i6nica a partir da extracdo de

compostos bioativos do bagago da uva Syrah.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da combinagdo de alginato de s6dio com diferentes biopolimeros
de preenchimento (pectina, goma ardbica, gelatina e WPI) na eficiéncia de encapsulagdo de
compostos fenolicos, antocianinas e capacidade antioxidante de esferas produzidas por

gelificagdo i0nica a partir da extragdo de compostos bioativos do bagaco da uva Syrah.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair compostos bioativos da farinha do bagago da uva Syrah por meio de extragao
assistida por ultrassom, utilizando solugdo hidroetandlica na concentragdo de 50%,
seguida da concentracdo do extrato por rotaevaporacdo para evaporacao do etanol;

e Caracterizar os extratos obtidos antes e apos o processo de concentragdo quanto ao teor
de compostos fenolicos totais, antocianinas monomeéricas e capacidade antioxidante;

e Realizar a encapsulacdo por gelificagao ionica externa por extrusao utilizando alginato
de sodio como material encapsulante principal;

e Caracterizar as esferas quanto ao teor de compostos fendlicos totais, antocianinas
monoméricas e capacidade antioxidante por meio da obten¢do de extratos a partir das
esferas;

e Comparar os biopolimeros gelatina, pectina, goma ardbica e WPI em combina¢des com
alginato de sodio, em diferentes concentracdes, quanto a eficiéncia de encapsulacao de

antocianinas, compostos fenolicos e capacidade antioxidante retida.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 RESIDUO DO PROCESSAMENTO DA UVA

A uva ¢ uma das frutas de maior importancia na economia mundial, com mais de 67
milhdes de toneladas ao ano, cultivada principalmente na variedade Vitis vinifera que ¢ a mais
utilizada para a produgdo de vinho (Oliveira, 2012). Entre as variedades dessa espécie da uva
estd a cultivar de uva Syrah, cultivada ha séculos na Franga (Silva et al., 2009). No Brasil, sua
producao ¢ destaque na regido do Vale do Sao Francisco, sendo uma das mais utilizadas na
producao de vinhos tintos e rosados devido ao seu potencial viticola (Barbara, 2019). Essa
cultivar foi obtida a partir das variedades Mondeuse Blanche ¢ Dureza, produzindo cachos de
tamanho pequeno a médio, com bagas pequenas e vinhos de cor intensa e grande qualidade ao
atingir maturacdo completa (Girardello, 2012).

Durante a producdo de vinho, sdo gerados residuos subutilizados — geralmente
destinados a ragdo animal ou adubo — que frequentemente sdo descartados sem tratamento
adequado, acarretando impactos ambientais. O principal residuo gerado ¢ o bagaco de uva,
composto por polpa residual, cascas, engacos e sementes, sendo responsavel por 25 a 35% do
peso total de uva processada (Carmo, 2021; Schwartz et al., 2020).

O bagago de uva ¢ fonte de uma grande variedade de compostos bioativos,
especialmente compostos fendlicos, concentrados principalmente nas sementes e cascas, que
embora contribuam para a qualidade das uvas e apresentem bioatividade em humanos,
apresentam acao fitotoxica e antibacteriana, dificultando seu descarte ou uso direto como adubo
ou ragao (Campos et al., 2024; Gruz et al., 2013). A composi¢ao do bagago de uva é dependente
de fatores como processo de fabricagdo, plantio e variedade da uva (Antoni¢ et al., 2020).
Estima-se que apenas 30% a 40% dos compostos bioativos presentes nas uvas sejam
transferidos para o vinho durante o processo de vinificagdo, permanecendo a maior parte desses
compostos no bagaco (Karastergiou et al., 2024). Devido a sua composi¢do, o bagaco de uva ¢
amplamente adequado para aplicagdo em diversos processos, especialmente na extracao de
antocianinas, flavonois, acidos fendlicos e resveratrol (Ferrari et al., 2019). Os compostos mais
importantes do bagaco da uva sdo as fibras alimentares, os compostos fendlicos e os minerais.
Dentre eles, os compostos fenolicos sdo os principais responsaveis pelo potencial antioxidante
do bagaco, exercendo efeitos benéficos a saude (Averilla et al., 2019).

Além do potencial benéfico, o aproveitamento do bagaco para extragdo de antocianinas
também pode ser realizado com o intuito de reduzir o uso de corantes artificiais, conferindo

valor agregado a esse residuo (Carmo, 2021; Futigami, 2021). Dessa forma, pesquisas que
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viabilizem o aproveitamento do bagaco de uva para a obten¢ao de compostos bioativos podem
resultar em ganhos econdmicos significativos, além de contribuirem para a redugao do impacto

ambiental (Gruz et al., 2013; Oliveira, 2012; Vanderlei; Quadros; Sa, 2020).
3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS

Compostos bioativos sdo substdncias ndo nutricionais que possuem potencial
antioxidante, atuando no impedimento da formag¢ao de radicais livres e na desaceleracdao dos
processos oxidativos em organismos vegetais ¢ animais. Além da atividade antioxidante, os
compostos bioativos podem atuar auxiliando na prevengao de varias doengas como cancer,
diabetes, hipertensao, mal de Alzheimer e doengas cardiovasculares. Naturalmente presente em
diversas espécies vegetais, os compostos bioativos podem ser classificados em trés grupos de
acordo com sua estrutura quimica: terpenos, alcaloides e compostos fendlicos (Ramos et al.,
2021). Dentre esses, os compostos fendlicos sdo os majoritariamente encontrados na uva € no
bagago resultante da produgdo vinicola, sendo amplamente estudados pelo seu potencial

funcional (Gongalves, 2020).
3.2.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos sao uma classe diversa de metabolitos secundarios bioativos
que possuem um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, podendo apresentar
propriedades antioxidantes, antimicrobianas e anti-inflamatorias (Al Mamari, 2021; Angelo;
Jorge, 2007). Eles apresentam uma grande diversidade de estruturas, incluindo moléculas
relativamente simples tais como acidos fendlicos e outras estruturas mais complexas, os
polifendis como estilbenos, flavonoides e polimeros derivados desses grupos (Cheynier, 2012).

Quanto a sua classificacdo, os compostos fenolicos também podem ser agrupados
conforme sua solubilidade: os hidrossoluveis, como acidos fendlicos, flavonoides e quinonas,
e os compostos de baixa solubilidade em dgua, como taninos condensados e ligninas (Rispail;
Morris; Webb, 2005).

Esses compostos estio amplamente distribuidos no reino vegetal. Em alimentos,
contribuem para caracteristicas como cor, adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa. No
entanto, suas propriedades antioxidantes tém ganhado destaque, promovendo uma nova
perspectiva sobre os potenciais beneficios que esses compostos podem oferecer a satide humana

(Oliveira, 2012). Entre as frutas, a uva ¢ uma das maiores fontes de compostos fendlicos. Os
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principais fendlicos presentes na uva sdo os flavonoides, os estilbenos, os 4cidos fendlicos e os
taninos (Malacrida; Motta, 2005).

Estudos indicam que ap6s o processamento das uvas para produgdo de vinho, cerca de
70% dos compostos fendlicos presentes na uva permanecem concentrados no bagago,
evidenciando o potencial desse residuo como fonte de compostos bioativos, o que tem
aumentado o interesse de sua utilizagdo pelas industrias farmacéutica, de alimentos e de
cosméticos (Ratnasooriya; Rupasinghe, 2012).

Entretanto, embora reconhecidos por seu potencial bioativo, os compostos fendlicos
extraidos do bagago da uva apresentam caracteristicas que dificultam sua aplicacdo direta em
alimentos como suscetibilidade a oxidagao e baixa estabilidade frente a fatores ambientais como
luz, oxigénio, temperatura, pH e atividade enzimdtica. Diante disso, ¢ essencial o
desenvolvimento de estratégias que promovam a protecdo e estabilidade dos extratos ricos em
compostos fenolicos do bagago de uva proveniente da produgdo de vinhos (Freitas;

Vasconcelos, 2022; Gongalves, 2020).
3.2.2 Antocianinas

As antocianinas constituem o maior grupo de pigmentos soliiveis em dgua presentes no
reino vegetal e pertencem a classe dos flavonoides, um importante subgrupo dos compostos
fenolicos. Esses pigmentos sdo responsaveis por uma ampla variedade de coloragdes nas
plantas, incluindo tons de azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja (Damodaran; Parkin;
Fennema, 2010). Eles desempenham um papel importante na atragdo de animais, favorecendo,
assim, a dispersdo de sementes e a polinizagdo. Além disso, ao absorverem luz, contribuem
para a protecdo das plantas contra danos causados pela radiagdo ultravioleta (Castafieda-
Ovando et al., 2009).

A estrutura quimica basica das antocianinas ¢ composta pelo cation flavilium (2-
fenilbenzopirilio), mostrada na Figura 1. As antocianinas sdo moléculas formadas pela ligacao
de uma antocianidina - também chamada de aglicona - a um ou mais grupos de acucar e, em
muitos casos, a grupos de acidos organicos (Kyle; Duthie, 2006). Enquanto as antocianidinas
correspondem a forma aglicona, ou seja, sem a presenca de aglicares ligados, a adicdo desses
grupos glicosidicos as antocianidinas gera as antocianinas, que apresentam maior solubilidade
em agua e estabilidade quimica. Além disso, a glicosilagao influencia as propriedades de cor
das antocianinas, resultando em tonalidades distintas que variam conforme o tipo e a posi¢ao

dos agtcares ligados a molécula (Castafieda-Ovando et al., 2009; Huang et al., 2021).
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Figura 1 - Estrutura quimica basica das antocianinas.
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Fonte: Pascual-Teresa; Sanchez-Ballesta, 2008

Mais de 90% das antocianinas encontradas na natureza sdo formadas a partir de apenas
seis antocianidinas: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina
(Rein, 2005). Essas antocianidinas diferenciam-se entre si pela variagdo nos grupos hidroxila
e metoxila ligados aos anéis aromaticos, o que influencia diretamente a cor e a estabilidade das
antocianinas formadas (Oancea; Linn, 2018). Na Tabela 1, estdo dispostos os grupos

substituintes R1 e R2 que compdem as seis antocianidinas.

Tabela 1 - Grupos substituintes formadores das principais antocianidinas encontradas.

Antocianidina R, R
Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH; H
Petunidina OCH; OH
Malvidina OCHj3 OCHj;

Fonte: Adaptado de Vieira, 2015

Um dos principais motivos para o interesse no estudo e na incorporagdo de antocianinas
estd em suas diversas atividades bioldgicas benéficas, como atividade antioxidante, atividade
antidiabética, antiobesidade, antimicrobiana, comportamento anticancerigeno, efeito
cardioprotetor, hepatoprotetor e neuroprotetor (Yiicetepe et al., 2024). Contudo, para que as
antocianinas possam exercer plenamente essas atividades biologicas e beneficios a saude, ¢
fundamental compreender e garantir sua estabilidade, uma vez que as antocianinas sao
compostos sensiveis e instdveis quando isolados, o que as torna suscetiveis a degradacao.
Geralmente apresentam maior estabilidade sob condi¢des acidas, porém podem se degradar por
diversos mecanismos, iniciando com perda da cor, seguida pela formagao de coloragdo marrom

e de produtos insoluveis. A estabilidade dessas moléculas ¢ influenciada por vérios fatores,
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como pH, temperatura, presenga de oxigénio, estrutura quimica, concentracao, exposi¢ao a luz,
copigmentacdo, solventes, interacdo com enzimas, outros flavonoides, proteinas e ions
metalicos (Guimaraes, 2019; Rein, 2005).

As uvas tintas (Vitis vinifera L.) destacam-se como fonte de antocianinas concentradas
na casca ¢ que tém sido amplamente estudadas (Loarce et al.,, 2021). As antocianinas
majoritariamente encontradas nas uvas sdo a malvidina-3-glicosidio, petunidina-3-glicosidio,
cianidina-3-glicosidio, delfinidina-3- glicosidio, peonidina-3-glicosidio (Futigami, 2021).
Considerando as antocianinas presentes na casca das uvas tintas, o bagago gerado durante o
processamento do fruto constitui uma fonte significativa desses compostos bioativos. O uso do
bagacgo da uva proveniente da producao de vinho representa um dos melhores exemplos de fonte
de antocianinas para a producdo industrial de corante natural (Vieira, 2015). O estudo da
estabilidade e extragdo dessas antocianinas no bagaco ¢ fundamental para viabilizar seu
reaproveitamento em aplicagdes alimenticias, farmacéuticas e cosméticas, promovendo a
valorizagao do residuo.

Diante da sensibilidade das antocianinas a diversos fatores que comprometem sua
estabilidade, torna-se imprescindivel o desenvolvimento e a otimiza¢ao de métodos eficazes de
extragdo que minimizem a degradagdo desses compostos durante o processo (Cacace; Mazza,
2003; Tan et al., 2020). Além disso, diferentes técnicas de encapsulagdo tém sido amplamente
exploradas para proteger as antocianinas contra agentes ambientais adversos, como luz,
oxigénio e variagdes de pH, garantindo a preservagdo de suas propriedades funcionais e
facilitando sua aplicagcdo em diferentes matrizes alimenticias, farmacé€uticas e cosméticas (Ijod
et al., 2024; Mohammadalinejhad; Kurek, 2021). Assim, a combina¢do de estratégias
adequadas de extracdo e encapsulacao ¢ fundamental para potencializar o aproveitamento das
antocianinas extraidas do bagaco da uva, assegurando sua estabilidade e eficacia (Silva et al.,

2024; Valduga et al., 2008).
3.3 EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Os processos de extragdo sdo sequéncias de operagdes unitarias fundamentais na
obtencdo de compostos bioativos. Essas operagdes envolvem transferéncia de massa e tém
como objetivo separar compostos especificos de uma matriz sélida ou liquida por meio de
métodos quimicos, fisicos ou mecanicos. De modo geral, existem trés tipos basicos de processos
de extragdo: extragdo solido-liquido, extragdo liquido-liquido e extragdao gas-liquido - sendo a

escolha da técnica dependente das caracteristicas tanto da matriz quanto dos compostos a serem
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extraidos, influenciando diretamente na qualidade e composicdo final do extrato (Oliveira,
2012; Tzia; Liadakis, 2003).

A extracdo ¢ uma etapa fundamental no isolamento e identificacdo dos compostos
fendlicos presentes no bagaco de uva. Esses métodos podem ser divididos em duas categorias
principais: técnicas de extragdo convencionais e técnicas de extracdo alternativas. O método
convencional de extracdo de compostos fendlicos a partir do bagago de uva ¢ a extragdo solido-
liquido, que se baseia na interacdo entre o material so6lido e o solvente, permitindo a
solubilizacao e a separagao dos compostos presentes na matriz (Barba et al., 2016). Os solventes
mais utilizados nesse tipo de extragdo sdo dgua, acetona, etanol e metanol (Grape et al., 2022).

Embora amplamente utilizados, os processos convencionais apresentam desvantagens
consideraveis como o longo tempo necessario para a extragdo, custos elevados principalmente
devido ao grande volume de solventes utilizados, baixo rendimento dos compostos de interesse
causado pela degradacao térmica ao longo do tempo, além de praticas inadequadas de descarte
e reciclagem dos solventes (Wang; Weller, 2006).

Diante disso, o estudo de novas abordagens para extrair compostos fenolicos do bagaco
de uva tem sido amplamente incentivado (Silva et al., 2024). Técnicas alternativas como a
extragdo assistida por ultrassom, a extragdo com fluido supercritico, a extracao assistida por
micro-ondas, a extracdo com uso de campos elétricos pulsados e a extragdo acelerada por
solvente apresentam maior eficiéncia, exigem menos tempo de processamento, reduzem custos
operacionais e garantem maior pureza das moléculas extraidas (Castellanos-Gallo et al., 2022).
Entre elas, a extracdo assistida por ultrassom tem ganhado destaque por ser uma técnica que
intensifica o processo, permitindo a obtencdo de altas taxas de extracdo em tempos reduzidos

(Silva; Garcia; Franciscato, 2016).
3.3.1 Extracao assistida por ultrassom

A extracdo assistida por ultrassom ¢ considerada uma técnica alternativa promissora
para a obtengao de compostos bioativos, especialmente fenolicos (Barba et al., 2016; Futigami,
2021). O principio fundamental da técnica esta relacionado ao fendmeno da cavitagdo acustica,
que ocorre quando ondas ultrassonicas sdo aplicadas ao meio extrator, por meio de um banho
ultrassonico ou de uma sonda ultrassonica (Thilakarathna et al., 2023). Durante esse processo,
microbolhas formam-se no liquido e colapsam violentamente, gerando altas pressdes e
temperaturas localizadas que promovem a ruptura das paredes celulares da matriz vegetal. Essa
desestruturacdo celular facilita a difusdo dos compostos intracelulares para o meio extrator,

promovendo maior penetragdo do solvente, melhor transferéncia de massa e,
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consequentemente, extragdo mais eficiente dos compostos de interesse (Barba et al., 2016;
Futigami, 2021).

As frequéncias utilizadas na aplicagdo do ultrassom variam conforme a finalidade. A
faixa de ultrassom de poténcia (20-100 kHz) ¢ a mais comum em processos de extragao de
compostos bioativos e é capaz de gerar bolhas de cavitagdo maiores, que ao implodirem causam
danos intensos as estruturas celulares, aumentando a taxa de extrac¢do (Castellanos-Gallo et al.,
2022).

A extragdo assistida por ultrassom apresenta diversas vantagens em relacao aos métodos
convencionais: maior penetracdo do solvente no material celular, redu¢do do tempo de
processamento e de residéncia, maiores rendimentos, baixo consumo de solventes e
emulsificantes, extragao eficiente de componentes sensiveis ao calor considerando o controle
da temperatura, menor consumo energético durante o processamento e, consequentemente, um
processo mais sustentavel e economicamente vantajoso (Rosello-Soto et al., 2016).

Diversos estudos tém investigado a extragdo assistida por ultrassom aplicada aos
compostos bioativos presentes no bagaco de uva. Essa técnica tem se destacado como uma
abordagem promissora para a recuperagdo eficiente desses compostos, possibilitando a
obtencao de extratos com maior rendimento € menor consumo de solventes em comparagao aos

métodos convencionais. (Gonzalez et al., 2020; Gonzalez-Centeno et al., 2015; Mazza, 2017a).
3.4 ENCAPSULACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos, apesar de apresentarem propriedades benéficas para a saude,
podem ser caracterizados por sua baixa estabilidade quando expostos a fatores ambientais
adversos, como luz, oxigénio, umidade, calor e variagdes de pH. Essa instabilidade pode
comprometer sua funcionalidade, biodisponibilidade e vida util, limitando sua aplicagdo em
produtos alimenticios, farmacéuticos e cosméticos. Nesse contexto, a encapsulacio surge como
uma técnica eficaz para proteger esses compostos, revestindo-os com materiais encapsulantes
que formam uma barreira fisica contra agentes degradantes. Além de aumentar a estabilidade,
a encapsulagdo possibilita o controle da liberagao dos bioativos no local e tempo desejados,
melhora a biodisponibilidade e pode mascarar sabores ou odores indesejaveis (Brasileiro, 2011;
Raddatz; Menezes, 2021). Dessa forma, a encapsulagdo representa uma estratégia inovadora e
promissora para viabilizar o uso eficiente e seguro dos compostos bioativos em diversas
aplicagdes industriais.

A encapsulacdo ¢ uma técnica na qual substancias em estado solido, liquido ou gasoso

sdo revestidas por um agente encapsulante, resultando na formacao de particulas que promovem
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a protecdo e a estabilizagdo do composto ativo, além de possibilitar sua liberacdo controlada
em um produto desejado. Para isso, a escolha do agente encapsulante ¢ uma etapa crucial do
processo e deve considerar as propriedades fisico-quimicas do composto a ser protegido, a
aplicacdo pretendida e o método de encapsulacao utilizado (Pordevi¢ et al., 2014; Favaro-
Trindade; Pinho; Rocha, 2008; Suave et al., 2006).

Diversos métodos sdo utilizados para encapsulacdo, que podem ser divididos em trés
grupos principais: métodos fisicos, fisico-quimicos e quimicos. Entre os métodos fisicos
destacam-se a secagem por atomizagao, liofilizagdo, extrusao e leito fluidizado. Os métodos
fisico-quimicos incluem a coacervagao simples ou complexa, emulsificagdo seguida de
evaporagdo do solvente e gelificagdo ionica. Ja os métodos quimicos abrangem a polimerizagao
interfacial e a inclusdo molecular (Aguilar et al., 2015; Kurozawa; Hubinger, 2017b). A
gelificagdo i6nica, em particular, tem ganhado destaque por ser uma técnica simples, versatil e
de baixo custo, além de ser altamente adequada para compostos sensiveis, ja que ocorre em
condi¢cdes brandas de temperatura e ndo necessita de intensa agitacdo (Menezes; Silva; Furtado,

2020).
3.4.1 Gelificacao idnica

A gelificacdo i6nica ¢ uma técnica amplamente utilizada para a encapsulacao de
compostos bioativos, baseada na capacidade de formagao de géis por meio da interagdo entre
polimeros anidnicos, como alginato e pectina, e ions multivalentes, geralmente calcio. A
estrutura tridimensional do gel permite o aprisionamento do ativo e o controle da sua liberagao,
a qual ¢ influenciada pela porosidade da matriz e pelo tamanho das particulas (Aguilar et al.,
2015; Kurozawa; Hubinger, 2017b). A gelificacdo i6nica ¢ amplamente utilizada para
encapsulacdo de probidticos, 6leos essenciais € compostos farmacéuticos, devido a sua
capacidade de proteger os materiais encapsulados e preservar sua viabilidade e funcionalidade
(Burey et al., 2008; Patil et al., 2010).

Existem dois tipos principais de gelificagdo i0nica: interna e externa. Na gelifica¢do
interna, os ions responsaveis pela formagao da rede de gel estdo presentes dentro da solugao
polimérica, liberados por reducdo de pH, enquanto na gelificacdo externa, a solugdo polimérica
¢ gotejada em uma solugdo contendo os ions reticulantes, formando o gel a partir da superficie
para o interior da particula (Aranha, 2015). A gelificacdo i0nica externa ¢ o mecanismo mais
utilizado, por se tratar de um processo mais simples e direto, que dispensa o uso de um agente
iniciador de gelificacdo, ao contrdrio da gelificacdo idnica interna (Kurozawa; Hubinger,

2017a).
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Os principais métodos de producao de particulas por gelificacdo idnica sdo a extrusio e
a atomizacdo, sendo a extrusdo o mais amplamente utilizado. Nesse método, a solucao
polimérica contendo o composto ativo ¢ gotejada em uma solugao de ions reticulantes, por meio
de uma agulha com ou sem controle de vazao. J& na atomizagdo, o ar comprimido ¢ utilizado
para misturar-se a solugdo a ser encapsulada, for¢cando sua passagem por um orificio de

diametro especifico (Patil et al., 2010).
3.4.1.1 Encapsulagao de compostos hidrofilicos

A gelificagdo i6nica apresenta vantagens por nao necessitar de temperatura controlada
e solventes organicos, caracterizando-a como um método brando (Patil et al., 2010). Trata-se
de uma excelente técnica para encapsular emulsdes e, neste sentido, permite a encapsulagido
tanto de compostos hidrofilicos quanto hidrofébicos (McClements, 2017). Entretanto, essa
técnica apresenta uma limitagdo no que tange a encapsulacao de compostos hidrofilicos, como
as antocianinas e outros compostos fendlicos. A matriz do hidrogel é porosa, possibilitando a
difusdo rapida e facil da 4gua e/ou outros fluidos para dentro e para fora da matriz da particula.
Esse fendmeno pode resultar em menor eficiéncia de encapsulamento e menor capacidade de
retencao dos compostos ativos no interior das particulas, comprometendo a liberagao controlada
da substancia encapsulada (Aranha, 2015; Sampaio, 2018).

Para contornar esse desafio, uma estratégia € o preenchimento da matriz gelificada com
polimeros adicionais, como polissacarideos ou proteinas, que aumentam a densidade e
viscosidade da rede polimérica. Esse reforco estrutural reduz a porosidade do gel, melhorando
a capacidade de retencgdo e protecdo das antocianinas contra a lixivia¢do e a degradagdo, além
de contribuir para o controle da liberacdo dos compostos bioativos durante o armazenamento e

aplicacdo (Guena, 2019; Oliveira, 2020).
3.4.1.2 Materiais encapsulantes

Uma encapsulacao eficiente ¢ dependente do desempenho do agente encapsulante
utilizado. Entre os diversos materiais disponiveis, o alginato de sdédio destaca-se por sua ampla
utilizacdo, devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade e propriedades gelificantes
(Leong; Tan; Nyam, 2016; Menezes; Silva; Furtado, 2020). O alginato ¢ um polissacarideo
formado por mondmeros de acido manurdnico (bloco M) e 4cido gulurénico (bloco G)
organizados com um padrao irregular (Figura 2), sendo extraido principalmente de algas

marrons, como Macrocystis pyrifera, Laminaria digitata € Laminaria saccharina (Simpson et
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al., 2003). Trata-se de um dos materiais mais empregados como agente encapsulante, pois
forma uma matriz versatil, de baixo custo, de boa disponibilidade no mercado, biocompativel
e nao toxica, capaz de proteger componentes ativos sensiveis a fatores como calor, pH e
oxigénio, comuns durante o processamento ¢ armazenamento de alimentos (Pasin; Azodn;
Garriga, 2012).

Figura 2 - Estrutura quimica do alginato de sodio
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Fonte: (Yang; Xie; He, 2011).

As particulas produzidas com alginato sdo porosas, mas esta caracteristica pode ser
reduzida com a adicdo de outro biopolimero, como polissacarideos ou proteinas, melhorando
as propriedades de protecdo dos compostos encapsulados ao reduzir a porosidade da matriz
(Rocha, 2017; Tello et al., 2015). Uma variedade de biopolimeros tem sido investigada para
exercer a fungdo de combina¢do com o alginato visando preencher a matriz gelificada. Dentre
estes ¢ possivel citar a pectina, a gelatina, a goma arédbica e o isolado proteico de soro de leite.

A pectina ¢ um polissacarideo natural amplamente presente nas paredes celulares das
plantas, onde exerce papel fundamental no refor¢o da estrutura basica de celulose, contribuindo
para a firmeza e integridade dos tecidos vegetais. A extragdo da pectina ¢ geralmente realizada
a partir do bagaco de maca e da casca de frutas citricas, sob condi¢cdes acidas (Aranha, 2015;
Cindio; Gabriele; Lupi, 2015). E reconhecida por sua nao toxicidade e versatilidade, sendo
amplamente utilizada como agente gelificante, estabilizador e espessante em industrias
alimenticias e farmacéuticas (Sampaio, 2018). As propriedades eletrostaticas da pectina e sua
capacidade de formar géis conferem-lhe excelentes caracteristicas para atuar como material
encapsulante na formacao de esferas. Em particular, a pectina pode atuar sinergicamente com
outros polissacarideos, como o alginato, modificando a porosidade da matriz gelificada e
influenciando o perfil de liberacdo dos compostos bioativos encapsulados, consequentemente
aumentando a sua eficiéncia de encapsulacdao (Rodrigues et al., 2015; Sandoval-Castilla et al.,
2010).

A gelatina ¢ uma proteina obtida pela hidrélise parcial do coldgeno. A sua elevada
utilizagdo se deve ao fato da sua producdo ser relativamente econdmica, por existir uma fonte

de matéria-prima consideravel e pelas propriedades reoldgicas, tais como formacao de gel. Os
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géis de gelatina especialmente para concentragdes superiores a 2% s3o pouco sensiveis a
variagoes de forca idnica e pH entre 4 ¢ 9 (Vaniski; Corti; Drunkler, 2017). A gelatina ¢ utilizada
na encapsulacao pelas propriedades de formagdo de filme e emulsificacao. Suas propriedades
de gel como forga, ponto de fusdo e viscosidade vao depender da fonte, das condigdes de
processamento, da matéria-prima, da concentragdo da gelatina, do pH e do tempo (Burey et al.,
2008). Nesse contexto, a combinagdo com outros biopolimeros, como o alginato, tem se
mostrado promissora: estudos apontam um efeito sinérgico entre gelatina e alginato, capaz de
melhorar as propriedades reologicas de misturas aquosas desses biopolimeros, superando
limitagdes observadas quando usados isoladamente (Goudoulas; Germann, 2017; Voronko;
Derkach; Izmailova, 2002).

A goma arédbica, também conhecida como goma acacia, ¢ um polissacarideo composto
por uma mistura de sais — incluindo ions de calcio, magnésio e potassio — derivado do 4cido
arabico e extraido principalmente das espécies de arvores Acacia senegal e Acacia seyal. Trata-
se de um polimero soluvel em agua, levemente acido, atdéxico e com cerca de 2% de proteina
em sua composicao. Essa fragdo proteica € responsavel pela excelente capacidade emulsificante
da goma, caracteristica que a torna adequada para aplicacdes em encapsulagdo. Tendo em vista
essas vantagens, a goma arabica ¢ amplamente utilizada na industria de alimentos. No entanto,
seu uso pode ser restringido pelo alto custo e por questdes relacionadas a sua disponibilidade
no mercado (Li et al., 2009; Marfil, 2014a).

As proteinas do soro de leite sdo valorizadas por suas diversas propriedades funcionais,
incluindo emulsificacdo, gelatinizagdo, formacdo de espuma, viscosidade e alto valor
nutricional, destacando-se como fonte de aminoacidos essenciais. Durante a producao de queijo
ou caseina, o soro contém aproximadamente 93% de agua e apenas cerca de 0,6% de proteina.
Tendo em vista essa composicao e visando viabilizar sua utilizagdo como ingrediente funcional,
0 soro passa por processos de concentracao, como ultrafiltracdo e diafiltracdo, e purificagdo por
troca 16nica, sendo classificado conforme seu teor proteico, o que determina sua aplicagdo em
diferentes produtos. Dentre os produtos obtidos apds a aplicacao dos processos de concentragao,
o isolado proteico de soro de leite, ou whey protein isolate (WPI), possui o maior teor de
proteina — cerca de 90% - e teor reduzido de lactose e minerais — 1% e 3%, respectivamente.
Esse elevado teor proteico permite sua ampla aplicagdo em laticinios, panificacdes, carnes,
doces e como fonte proteica em suplementos (Azevedo, 2013; Chen et al., 2023).

Por ser derivado de um subproduto abundante da industria de queijos e por apresentar a
capacidade de formar emulsdes e hidrogéis gastrorresistentes, o WPI tem despertado crescente

interesse em pesquisas, tanto no contexto das industrias farmacéutica e alimenticia quanto em
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outras areas (Fernandes, 2010; Lara, 2022). Nesse contexto, o WPI tem sido investigado como
material de parede para encapsula¢do. Além disso, estudos também indicam que a combinagao
de WPI com polissacarideos como alginato e pectina pode resultar em complexos com
propriedades reologicas e térmicas aprimoradas, aumentando a estabilidade e funcionalidade
das esferas (Han et al., 2020; Wagoner; Vardhanabhuti; Foegeding, 2016).

De forma geral, a literatura destaca melhorias na eficiéncia de encapsulacdo de
compostos fendlicos hidrossoltiveis por meio da combinagdo de diferentes biopolimeros.
Estudos com polissacarideos e proteinas indicam que seu uso combinado pode preencher
porosidades, modificar a estrutura das esferas formadas e criar barreiras fisicas que restringem
a difusdo de compostos hidrossoluveis, aumentando a eficiéncia de encapsulagdo (Coérdoba et
al.,2013; Hosseini et al., 2014). Essa abordagem ja mostrou ganhos importantes para compostos
fenolicos em geral, elevando a retencdo de polifendis de extratos vegetais e retardando sua
liberagdo em meios simulando condi¢des digestivas (Belscak-Cvitanovic et al., 2015;
Stojanovic et al., 2012). No caso das antocianinas, que apresentam elevada solubilidade em
dgua e baixa estabilidade, a aplicagdo de formula¢des combinando diferentes biopolimeros
também tem demonstrado resultados positivos, com exemplos de encapsulagao de extratos de
frutas ricas em antocianinas como sabugueiro e mirtilo, alcangando eficiéncias superiores a
80% (Stanciuc et al., 2018; Tao et al., 2017). No caso especifico do bagago de uva, ainda sdo
escassos os estudos que apliquem essa estratégia em processos de gelificacdo idnica, o que
evidencia o potencial inexplorado da técnica para a encapsulagdo de compostos hidrofilicos
presentes nesse residuo agroindustrial e destaca a importancia de novas pesquisas para ampliar

o conhecimento sobre o tema.
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4 METODOLOGIA
4.1 MATERIAIS UTILIZADOS

O residuo da uva Syrah utilizado nesse trabalho ¢ oriundo do processo de producao de
vinho tinto. O residuo foi fornecido pela Vinicola Inconfidéncia, localizada no municipio de
Petrépolis — Rio de Janeiro.

Os materiais utilizados no processo de gelificagdo idnica incluiram alginato de sodio
(Sigma-Aldrich, EUA), goma ardbica (Sigma-Aldrich, EUA), pectina citrica (Vetec, Brasil) e
cloreto de calcio (Vetec, Brasil). O isolado proteico do soro de leite foi fornecido pelo
Laboratério de Bioquimica Nutricional e de Alimentos da Universidade Federal do Rio de
Janeiro. A gelatina utilizada foi do tipo em pd, incolor e sem sabor, de grau alimenticio, da

marca comercial Dr. Oetker (Brasil).
4.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

Previamente a extracdo, o bagaco foi submetido a secagem em secador de bandejas a
60 °C por 24 horas. Em seguida, foi moido em moinho de martelo (Mill 3000) até a obtengado
de uma farinha. O material seco e moido foi utilizado no processo de extracdo assistida por
ultrassom.

A extragdo assistida por ultrassom foi realizada por irradiagdo ultrassonica usando um
processador de ultrassom de alta intensidade modelo UIP1000hdT (HielscherUltrasonics,
Teltow, Alemanha). O ultrassom foi equipado com sistema de recirculagcdo para manutenc¢ado da
temperatura a 10°C, contendo uma bomba, célula de extracdo e um sonotrodo BS2d18 com area
da cabega de 2,5 cm? (Figura 3). As condi¢des do processo adotadas foram a velocidade da
bomba de 1725 rpm, a poténcia de 320 W e o tempo de 90 minutos. A razao solido:liquido foi
fixada em 1:20 (m/v) e a concentracdao de etanol na solucdo extratora em 50% (v/v), definida

de acordo com a literatura (Buci¢-Koji¢ et al., 2009; Mazza, 2017; Rockenbach et al., 2008).
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Figura 3 - Equipamento de extra¢io por ultrassom com sistema de recirculagio
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Fonte: Autoria propria

O extrato hidroetandlico obtido foi submetido a centrifugacdo (Thermo Scientific,
modelo Sorvall Legend RT+) a 4500 rpm durante 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
recolhido e concentrado em rotaevaporador (IKA, modelo RV 10 digital V) a 40°C e 20 rpm,
até a completa evaporagao do etanol, resultando no extrato aquoso concentrado.

O extrato hidroetandlico e o extrato aquoso concentrado foram caracterizados quanto a
acidez total titulavel, ao pH, ao teor de solidos totais, ao teor de antocianinas monoméricas, ao
teor de compostos fenolicos totais e a capacidade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH.

Para a andlise de antocianinas monoméricas, aproximadamente 1,0g do extrato
hidroetanolico e 0,5g do extrato aquoso concentrado foram pesados em triplicata em tubos
Falcon. Aliquotas de 0,5 mL de cada extrato foram diluidas em 4,5 mL dos tampdes pH 1,0
(solugao de cloreto de potassio acidificada com HCI) e pH 4,5 (solugdo de acetato de sédio
acidificada com HCI).

Para a andlise de compostos fenolicos totais, o extrato hidroetanodlico foi diluido na
proporcao de 1:10 com a mesma solugao utilizada na extragdo (etanol a 50%) e o extrato aquoso
concentrado foi diluido na propor¢ao de 1:20 com agua destilada. Apos a diluicdo, procedeu-se
a quantificagdo dos compostos fenolicos totais conforme a metodologia referida.

Para a analise de capacidade antioxidante pelo método ABTS, o extrato hidroetanodlico
foi diluido na propor¢do de 1:10 com a mesma solucdo utilizada na extragdo (etanol a 50%) e
o extrato aquoso concentrado foi diluido na propor¢do de 1:20 com agua destilada. Para a
analise de capacidade antioxidante pelo método DPPH, os dois extratos foram diluidos na

proporcao de 1:5, com etanol 50% para o extrato hidroetanolico e agua destilada para o extrato
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aquoso concentrado. Apos a diluicdo, procedeu-se a quantificagdo da capacidade antioxidante
conforme as metodologias referidas.

As diluicdes realizadas nos extratos foram realizadas com o objetivo de ajustar a
concentracdo das amostras para que as leituras de absorbancia se mantivessem dentro da faixa
linear do espectrofotdometro, garantindo, assim, maior precisdo e confiabilidade nos resultados

obtidos pelas andlises.
4.3 ENCAPSULACAO POR GELIFICACAO IONICA

O processo de encapsulagdo foi realizado utilizando a técnica de gelificagdo i6nica
externa por meio de extrusio. As solugdes poliméricas foram preparadas utilizando alginato de
sodio como polimero base e diferentes biopolimeros adicionais para formar as matrizes
encapsulantes. Foram escolhidos como biopolimeros adicionais dois polissacarideos (goma
arabica e pectina) e duas proteinas (WPI e gelatina). Foram preparadas nove formulagdes
diferentes, todas contendo 50 mL do extrato aquoso concentrado previamente obtido. O alginato
de sodio foi adicionado a uma concentracao fixa de 2% (m/v) em todas as amostras. Oito dessas
formulagdes receberam adicionalmente um segundo biopolimero — gelatina, pectina, goma
arabica ou isolado proteico do soro do leite — em duas concentracdes distintas: 2,5% e 5% (m/v).
A nona formulagdo, utilizada como controle, continha apenas o alginato de so6dio (2%), sendo
denominada como “0% por ndo conter adicdo de outros biopolimeros. Na Tabela 2 estdo

expressas as 9 formulagoes estudadas.

Tabela 2 - Soluc¢des poliméricas para gelificacio ionica.

Amostra Conc§ntragﬁo Biop.ol.imero ancentragﬁo do Extrato
do Alginato (%) Adicional Biopolimero (%) Aquoso (mL)

Controle (0%) 2 Nenhum 0 50
Gelatina 2,5% 2 Gelatina 2,5 50
Gelatina 5% 2 Gelatina 5 50
Pectina 2,5% 2 Pectina 2,5 50
Pectina 5% 2 Pectina 5 50
Goma Arabica 2,5% 2 Goma Arabica 2,5 50
Goma Arabica 5% 2 Goma Arabica 5 50
WPI 2,5% 2 WPI 2,5 50
WPI 5% 2 WPI 5 50

Fonte: Elaboragao prépria

As solugdes foram inicialmente preparadas pela adi¢do de alginato de sddio ao extrato

fenolico, sendo homogeneizadas manualmente com bastdo de vidro até a completa dissolucdo
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do polimero. A formulacdo controle (0%) foi entdo submetida a agitacio mecanica em um
dispersor Ultra-Turrax (IKA®, modelo T25 digital) a 10.000 rpm até obten¢do de uma solug¢ao
homogénea. Nas demais formulacdes, o biopolimero adicional (gelatina, pectina, goma arabica
ou WPI) foi adicionado apds a homogeneizacdo inicial com o alginato, seguido também de
processamento no Ultra-Turrax nas mesmas condi¢des. No caso especifico das formulagdes
contendo gelatina, as misturas foram previamente aquecidas em banho-maria a 50 °C até
completa dissolucao do biopolimero e s6 entdo submetidas a homogeneiza¢do mecanica.

Para o processo de gelificacdo i0nica, as solugdes foram gotejadas em um banho de
cloreto de calcio, composto por 1 litro da solugdo a 2% (m/v), sob agitacdo magnética constante.
O gotejamento foi realizado com o auxilio de uma seringa hipodérmica de 60 mL (Descarpack),
acoplada a uma agulha de calibre 18G e conectada a uma bomba de infusdo (Samtronic, modelo
ST6000), conforme ilustrado na Figura 4. A bomba de infusdo foi programada com vazao de
200 mL/h e volume total de 50 mL, resultando em um tempo de processo de aproximadamente

15 minutos para cada formulagao.

Figura 4 - Processo de encapsulaciio por gelificaciio ionica.

Solucio polimérica
* 50 mL de extrato;
> e Alginato de sodio 2% (m/v);
¢ Biopolimero (gelatina, pectina,
goma arabica ou WPI) a 0%,
2,5% ou 5% (m/v).

/" Banho de gelificagiio ibnica )
= Solugdo de CaCl, 2% (m/v) sob ‘
2 | agitagdo magnética )

Fonte: Autoria propria
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Ap6s o término do processo, as esferas formadas permaneceram no banho de cloreto de
calcio por 5 minutos para estabilizagdo da rede polimérica. Em seguida, foram recuperadas com
o uso de uma peneira e submetidas a filtragdo a vacuo, utilizando um funil de Biichner com
papel filtro, acoplado a um kitassato e a uma bomba de vacuo (Edwards, modelo D-LAB 20-
100), com o objetivo de eliminar o excesso de solugdo de cloreto de calcio e promover a
secagem superficial das esferas. Apods a filtragdo, as esferas foram pesadas em balanca analitica
(Bioscale, modelo JF2204) para determinag¢ao da massa obtida por formulagao.

O processo de gelificagdo i6nica também foi aplicado, sob as mesmas condi¢des
experimentais, para a producdo de esferas “em branco”, utilizando 50 mL de 4gua destilada em
substitui¢do ao extrato. As formulagdes seguiram as mesmas concentragdes € combinagdes de
biopolimeros utilizadas nas nove amostras principais. A producao dessas esferas vazias teve
como objetivo considerar possiveis interferéncias dos materiais de encapsulamento nas analises

de compostos fendlicos e capacidade antioxidante.
4.4 CARACTERIZACAO DAS ESFERAS
4.4.1 Determinacio de metodologia para extraciao de compostos

Com o objetivo de definir o0 método mais adequado para a extracdo dos compostos
bioativos presentes nas esferas, foram realizados testes preliminares utilizando trés
metodologias distintas, descritas a seguir. Nestes ensaios foram realizadas analises de
antocianinas totais nos extratos obtidos por cada método de extragdo, a partir das esferas obtidas

com a formulagdo contendo WPI na concentragao de 5%.
4.4.1.1 Extragao utilizando solu¢ao de metanol acidificado

Para esta metodologia, as extracdes foram realizadas em triplicata para cada amostra,
seguindo o método adaptado de Ersus e Yurdagel (2007). Para cada extracao, 2,5 g de esferas
foram tratados com 12,5 mL de uma solu¢do composta por metanol, acido acético e agua
destilada na propor¢do 50:8:42 (v/v/v). As amostras foram homogeneizadas em um dispersor
Ultra-Turrax (IKA®, modelo T25 digital) a 10.000 rpm por 90 segundos e, em seguida,
centrifugadas (Thermo Scientific, modelo Sorvall ST 8) a 4000 rpm por 15 minutos. O processo
de extragdo foi repetido com o residuo da centrifugagdo (pellet) e os sobrenadantes das duas

etapas foram combinados, completando-se o volume final para 25 mL.

4.4.1.2 Extragao utilizando solugao de citrato de sodio seguida de metanol acidificado
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Esta metodologia foi baseada em Gedik et al. (2024), com adaptagdes. Cinco gramas de
esferas foram adicionados a 10 mL de solugdo de citrato de sodio 10% (m/v) ¢ mantidos sob
agitacdo constante a 37 °C por 20 minutos. Em seguida, foram adicionados 12,5 mL da mesma
solucao de metanol acidificado descrita no item anterior. As amostras foram homogeneizadas
em um dispersor Ultra-Turrax (IKA®, modelo T25 digital) a 10.000 rpm por 90 segundos e,
em seguida, centrifugadas (Thermo Scientific, modelo Sorvall ST 8) a 4000 rpm por 15

minutos. O sobrenadante obtido foi considerado o extrato para analise.
4.4.1.3 Extragdo utilizando solu¢ao de EDTA seguida de metanol acidificado

Conforme protocolo descrito por Carvalho et al. (2019), 0,8 g de esferas foram
adicionados a 24,5 mL de solugdo de EDTA 0,2 M e mantidos sob agitacdo constante a
temperatura ambiente por 90 minutos. Posteriormente, foram adicionados 12,5 mL da solugao
de metanol acidificado mencionada anteriormente. As amostras foram homogeneizadas em um
dispersor Ultra-Turrax (IKA®, modelo T25 digital) a 10.000 rpm por 90 segundos e, em
seguida, centrifugadas (Thermo Scientific, modelo Sorvall ST 8) a 4000 rpm por 15 minutos.

O sobrenadante foi considerado o extrato para andlise.
4.4.2 Eficiéncia de encapsulacio

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi calculada com base no teor dos componentes de
interesse presentes nas esferas em relagao ao teor desses no extrato concentrado aquoso, de

acordo com a Equacao 1:

Teor de componentes de interesse nas esferas (1)

EE 100

Teor de componentes de interesse no extrato concentrado aquoso

O célculo da eficiéncia de encapsulagdo foi realizado para o teor de antocianinas
monoméricas € para o teor de compostos fenolicos totais. A andlise de antocianinas
monoméricas foi realizada conforme descrito no item 4.5.5, com a modificacdo de que aliquotas
de 2,5 mL de cada extrato foram diluidas em 2,5 mL das solu¢des tampao de pH 1,0 e pH 4,5.

A analise de compostos fendlicos totais nas esferas foi realizada de acordo com o mesmo
procedimento descrito no item 4.5.6. Os extratos foram diluidos com a mesma solugdo utilizada
na etapa de extracdo, utilizando-se a propor¢ao de 1:5 para as amostras contendo WPI e de 1:2

para as demais amostras.
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A capacidade antioxidante retida (CAR) foi calculada com base na capacidade
antioxidante (CA) das esferas em relacdo a capacidade antioxidante do extrato, tanto para o

ABTS quanto para o DPPH, segundo a Equacao 2:

CAR (ABTS ow DPPH) = CAdas esferas (ABTS ou DPPH) 100 (2)
( ou )= CA do extrato concentrado aquoso (ABTS ou DPPH) x

As andlises de capacidade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH foram realizadas
seguindo o mesmo procedimento descrito no item 4.5.7 e 4.5.8, respectivamente, com a

modifica¢ao de que nao foi necessario diluir os extratos para realizacao das analises.
4.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS REALIZADAS
4.5.1 Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada por titulacdo potenciométrica, conforme
metodologia descrita pela AOAC (2005). A amostra foi diluida em 4gua destilada e titulada
com solucdo de hidréxido de sddio 0,1 mol/L até atingir pH 8,1, utilizando pHmetro (Hanna
Instrumentos, modelo pH 21) previamente calibrado com solugdes tampao pH 4 ¢ 7. Os

resultados foram expressos em gramas de acido tartarico por 100 gramas de amostra.
4.5.2 pH

A determinacdo de pH foi realizada utilizando um medidor de pH de bancada (MS
Tecnopon, modelo Mpa210) previamente calibrado com solu¢des tampao de pH 4 e 7, de

acordo com as diretrizes estabelecidas pela AOAC (2005).
4.5.3 Solidos totais

A determinacdo do teor de solidos totais foi realizada por secagem em estufa a vacuo
(60 °C) até a obtengdo de massa constante, de acordo com metodologia descrita pela AOAC
(2005). Para isso, uma aliquota da amostra foi pesada em cadinho previamente seco e pesado.
Em seguida, a amostra foi submetida a secagem em estufa. Apds o periodo de secagem, os
cadinhos foram resfriados em dessecador para evitar a absor¢do de umidade e pesados
novamente. O teor de sélidos totais foi calculado pela diferenga entre o peso inicial e o peso

apds secagem, expressando-se o resultado em gramas de sélidos por 100 gramas de amostra

(g/100 g).



34

4.5.4 Teor de antocianinas monoméricas

A quantificag@o do teor de antocianinas monoméricas no residuo triturado foi realizada
pelo método espectrofotométrico do pH diferencial, conforme descrito por Giusti e Wrolstad
(2001) e modificado por Abe et al. (2007). Uma aliquota de amostra foi diluida em baldes
volumétricos de 10 mL, utilizando-se dois tampdes de pH distintos: pH 1,0 (solucao de cloreto
de potassio acidificada com HCI) e pH 4,5 (solucdo de acetato de sédio acidificada com HCI).
Apos homogeneizacdo dos baldes, as leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotometro (Weblabor, modelo WUV-M51) nos comprimentos de onda de 520 nm e 700
nm, para os dois tampdes, ap6s 30 minutos da sua adi¢ao.

A determinacdo da absorbancia foi feita por meio da Equacdo

€)

A= (ASZO - A700)pH 1,0 — (ASZO - A7OO)pH 4,5 (3)

O calculo da diluigao foi realizado de acordo com a Equagao 4.

1 (4)
mp Mg

mL
Diluigdo (—) =
/A

em que mp ¢ a massa do extrato diluido (g), mg € a massa da extragdo em base seca
(g), Vp € o volume da diluicao (mL) e Vi € o volume de extragdo (mL).

O teor de antocianinas na amostra foi determinado por meio da Equagdo 5 que ¢
expressa, para fins de comparacgao com a literatura, em miligramas de malvidina-3-O-glicosideo

por 100 gramas de amostra seca.

mg)_A*MM*FD*lO2 (%)

Antocianinas monoméricas ( =
100 g

exl

em que 4 é a absorbancia calculada utilizando a Equagio 3, MM [493,4 gmol!] é a
massa molar da antocianina malvidina-3-O-glicosideo, £ [28.000 L.mol™'.cm™] o coeficiente de
absortividade molar da malvidina-3-O-glicosideo, D ¢ a diluicdo da amostra (Equacao 4) em

mL/g e | o comprimento da cubeta na dire¢do de passagem de luz [1 cm)].

4.5.5 Teor de compostos fenolicos totais
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A andlise de compostos fenolicos totais foi realizada pelo método espectrofotométrico
proposto por Singleton e Rossi (1965) e modificado por Georgé et al. (2005). Aliquotas de 250
uL de amostra foram transferidas para tubos de ensaio em triplicata, aos quais foram
adicionados 1,25 mL da solucdo de Folin-Ciocalteu a 10%. Apo6s homogeneizagdo, a amostra
permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 2 minutos. Na sequéncia, adicionou-se 1,0
mL de solu¢do de carbonato de sédio a 7,5% (m/v) e os tubos foram incubados em banho-maria
a 50 °C por 15 minutos. Finalizado o tempo de reacao, os tubos foram resfriados em banho de
gelo por 60 segundos. As leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro
(Shimadzu®, modelo UV-1800), utilizando cubetas de vidro com caminho 6ptico de 1 cm, a

760 nm. A dilui¢do da amostra (D) foi calculada a partir da Equagao 6:

=—*x—=x1
VF*VE* 000

(rrzg) Vp mg (6)

em que mg ¢ a massa da extracdo em base seca (g), Vp € o volume do extrato na dilui¢ao
(mL), V¢ € o volume final da dilui¢cao (mL) e Vg € o volume de extragao (mL).

Os compostos fenolicos foram quantificados por uma curva analitica de acido gélico de
diferentes concentragdes (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L) e para expressar o teor de
compostos fenodlicos totais (TCFT) em mg de acido galico equivalente (AGE) / 100g de

amostra, foi utilizada a Equacao 7:

mg AGE) Ccrr @)

TCFT =
¢ ( 100g

" D %100
em que C ¢ o teor de compostos fenolicos totais quantificado em mg/L por meio da

curva obtida (Apéndice A) e D ¢ a diluicao da amostra em g/L (Equagao 6).
4.5.6 Capacidade antioxidante pelo método ABTS

A determinacdo da capacidade antioxidante pelo método ABTS foi realizada pela
metodologia de Re et al. (1999). A curva analitica de Trolox foi construida com solugdes nas
concentragdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 uM em etanol 95%, na proporcao de 1:100, por
6 minutos, ao abrigo de luz e a temperatura ambiente, com absorbancia lida a 734 nm. Em cada
ensaio foi feito um branco, com etanol 95% na mesma proporcao. A capacidade antioxidante
(CA) dos extratos analiticos foi quantificada utilizando 30 pL do extrato diluido e 3,0 mL da
solugdo etandlica de ABTS™, os quais foram homogeneizados em vortex, conservados ao

abrigo de luz, a temperatura ambiente e as absorbancias lidas em espectrofotdmetro
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(Shimadzu®, modelo UV-1800) a 734 nm, apds 6 minutos da adi¢do da solugdo do radical. A
analise foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos em pmol Trolox Equivalente

(TE)/g por meio da Equacao 8:

(umol TE) _ CCA—ABTS (8)
D

em que Ccq_4p7s € a capacidade antioxidante quantificada em mg/L por meio da curva

obtida para o método ABTS (Apéndice B) e D ¢ a diluicdo da amostra em g/L (Equacao 6).
4.5.7 Capacidade antioxidante pelo método DPPH

A capacidade antioxidante determinada pelo método do radical livre DPPH seguiu a
metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995). Para a anélise, foram adicionados 100
pnL do extrato e 3,9 mL da solugdo de DPPH, seguidos de homogeneizagdo em vortex. As
amostras foram mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, por 40 minutos. Em
seguida, as absorbancias foram lidas a 515 nm utilizando um espectrofotometro (Shimadzu,
modelo UV1800). A andlise foi realizada em triplicata e os resultados expressos em pmol

Trolox Equivalente (TE)/g por meio da Equacao 9:

CADPPH

(umol TE) _ Cca-pprH )]
D

em que Cc4_pppy € a capacidade antioxidante quantificada em mg/L por meio da curva

obtida para o método DPPH (Apéndice C) e D ¢ a diluicdo da amostra em g/L (Equacao 6).
4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias das
amostras foram comparadas pelo teste de Tukey, adotando-se um nivel de significancia de 5%

(p <0,05), utilizando o software Statistica, versao 10.0 (StatSoft Inc., EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS HIDROETANOLICO E AQUOSO
CONCENTRADO

Os resultados das analises realizadas para a caracterizacao do extrato hidroetanolico e
do extrato aquoso concentrado estdo apresentados na Tabela 3. O extrato hidroetandlico
corresponde ao extrato obtido apos a extracao assistida por ultrassom e centrifugacdo, contendo
a solugdo extratora de concentracao 50% de etanol. J4 o extrato aquoso concentrado € resultante

da etapa de concentracao desse extrato inicial, com evaporagdo do etanol.

Tabela 3 - Caracterizacio dos extratos hidroetandélico e aquoso concentrado.

Anilises Extrato Extrato aquoso
hidroetanolico (50%) concentrado
Antocianinas monomeéricas (mg/100g) 34,91 + 3,86% 29,27 £ 0,44%
Compostos Fenolicos Totais (mg a b
EAG/100g) 2039,45 + 133,05 1811,12+ 7,45
Capacidade Antioxidante - Método ABTS 132,94 + 12,14° 152,80 + 7.90°
(umol TE/g)
Capacidade Antioxidante - Método DPPH 60.37 +3,12° 52.83 + 1,14°
(umol TE/g)
pH 5,26 £ 0,05° 4,35 +0,05°
Acidez total (g/100g) 0,15 £ 0,004° 0,27 +0,01*
Solidos Totais (g/100g) 0,77 £ 0,04° 1,48 +0,01%

Linhas com letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

O extrato hidroetanélico obtido neste estudo apresentou uma concentragdo expressiva
de compostos fendlicos totais, semelhante aos valores reportados pela literatura, o que reforga
a eficiéncia do uso de misturas hidroetanolicas como solvente de extracdo de compostos
bioativos (Buci¢-Koji¢ et al., 2009; Hiibner, 2017; Mazza, 2017a; Rockenbach et al., 2008). A
técnica de extracdo assistida por ultrassom pode ter contribuido para esse resultado, uma vez
que, de acordo com Fontana; Antoniolli; Bottini (2013) e Rockenbach et al. (2011), a cavitagao
gerada pelas ondas ultrassonicas promove a ruptura das paredes celulares e aumenta a difusao
dos solutos, potencializando a liberagdo de compostos fenolicos da matriz vegetal. Em relagao
a capacidade antioxidante, os valores obtidos neste trabalho para os dois métodos de
quantificagdo foram proximos aos reportados em outros estudos com bagacos de uva (Makara,

2015; Moura, 2014).
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A Tabela 4 apresenta os resultados das analises de teor de antocianinas monoméricas,
compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH expressos
em base de massa seca de residuo e por mL de extrato para o extrato hidroetandlico obtido a

partir do bagaco triturado e o extrato aquoso concentrado obtido posteriormente.

Tabela 4 - Comparacio quanto as analises espectrofotométricas entre os extratos por

massa seca de residuo e por mL de extrato

Antocianinas Capacidade Capacidade
. Compostos .. ..
Amosira monoméricas (mg Fenolicos Totais Antioxidante Antioxidante
malvidina-3-O- (mg EAG/100g) (ABTS) (umol (DPPH)
glicosideo/100g) & & TE/g) (umol TE/g)
Extrato 3491 43,860 203944+ 133,050 132,94+ 12,14 60,37 +3,12°
hidroetanolico
Extrato
aquoso 29,27 + 0,44° 1811,12+7,45° 152,80 +£7,90* 52,83 +1,14°
concentrado
Antocianinas Capacidade Cap aqdade
, . Compostos .. Antioxidante
monomeéricas (mg i1 : Antioxidante
Amostra iy Fenolicos Totais (DPPH)
malvidina-3-O- (ABTS) (umol
licosideo/mL) (mg EAG/mL) TE/mL) (pmol
& TE/mL)
_ Extrato g 078340,0002° 0,995 + 0,065 6,49£0,59°  2,95+0,15
hidroetanolico
Extrato
aquoso 0,0483 + 0,0013* 1,768 + 0,007% 14,92 £0,77° 5,16 £0,11%
concentrado

Colunas com letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

A reducao no teor de compostos fenolicos totais observada no extrato aquoso concentrado
(1811,12 + 7,45 mg EAG/100g) em comparacdo ao extrato hidroetandlico (2039,44 + 133,05
mg EAG/100g) indica que parte dos compostos fendlicos totais, especialmente os mais volateis
ou termossensiveis, pode ter sido degradada durante o processo de evaporagdo para remogao
do etanol (Garavand et al., 2021; Lima et al., 2019). Apesar disso, ndo houve diferenca
significativa entre o teor de antocianinas monoméricas do extrato hidroetanolico e do extrato
aquoso concentrado (p > 0,05), indicando que ndo ocorreu degradacdo de antocianinas no
processo de concentragao.

A analise comparativa da capacidade antioxidante pelo método ABTS nado revelou
diferencas significativas entre os extratos (p > 0,05). Esse resultado sugere que a concentragao
do extrato aquoso compensou a menor polaridade do solvente, tornando-o tao eficiente quanto
o hidroetanolico na captura de radicais. Esse fenomeno ¢ corroborado por estudos que indicam

maior sensibilidade do método ABTS a antioxidantes hidrofilicos (Moura, 2014; Silva, 2018).
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Na analise pelo método DPPH o extrato hidroetandlico apresentou a maior capacidade
antioxidante (60,37 + 3,12 umol TE/g) em relagdo ao extrato aquoso concentrado (52,83 + 1,14
umol TE/g). Essa diferenca pode ser atribuida a maior seletividade do método DPPH, que reage
principalmente com compostos altamente reativos doadores de hidrogénio, como algumas
antocianinas e flavonoides especificos (Magalhdes et al., 2008; Oliveira, 2015). Esses
compostos podem estar mais preservados no extrato hidroetanolico do que no extrato aquoso
concentrado, o qual pode ter perdido parte dos compostos mais instaveis durante a evaporagao
do etanol.

Quando os resultados sdo expressos por volume de extrato (mg ou umol TE/mL), é
possivel observar que o extrato aquoso concentrado apresentou maiores concentracdes de
compostos bioativos e maior capacidade antioxidante nos dois métodos analisados, em
comparagao ao extrato hidroetanolico. Esse resultado ¢ diretamente relacionado ao processo de
concentragdo por evaporagdo, que aumentou a densidade de compostos por mL de extrato

(Heldman; Lund; Sabliov, 2018).
5.2 GELIFICACAO IONICA

A Tabela 5 apresenta as formulagdes nas quais foi possivel realizar a encapsulagdo do

extrato aquoso concentrado do bagaco de uva.

Tabela 5 — Avaliacdo da formacao de esferas para cada formulacao

Concentragao do

Amostra Alginato de Sédio Biopolimero  Formagao de esteras por
(%) Adicional gelificacdo i0nica

Controle (0%) 2 Nenhum Sim
Gelatina 2,5% 2 Gelatina Sim
Gelatina 5% 2 Gelatina Sim
Pectina 2,5% 2 Pectina Sim
Pectina 5% 2 Pectina Nao
Goma Arabica 2,5% 2 Goma Arabica Sim
Goma Arabica 5% 2 Goma Arabica Nao
WPI 2,5% 2 WPI Sim
WPI 5% 2 WPI Sim

Para que a formagao de esferas por gelificagdo i0nica via gotejamento fosse considerada
bem-sucedida, era necessario que as particulas se formassem de maneira individualizada e com

estrutura definida, como ilustrado na Figura 5.
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Figura 5 — Esferas formadas durante gelificacdo ionica bem-sucedida.

Fonte: Autoria propria.

A formulagdo contendo 5% de pectina ndao pdde ser encapsulada devido a alta viscosidade
da solugdo (Figura 6), o que impossibilitou sua passagem pela seringa e agulha utilizadas no

processo de gotejamento.

Figura 6 — Solucao obtida a partir da formulac¢ido contendo 5% de pectina.

Fonte: Autoria propria.

A formulacdo contendo 5% de goma ardbica foi extrudada pela seringa, mas nao resultou
na formacgao de esferas individualizadas. Em vez disso, observou-se uma estrutura aglomerada
(Figura 7), possivelmente em decorréncia do aumento da viscosidade da solugdo, que pode ter
comprometido a estabilidade da gota e dificultado a formacgao de esferas durante o processo de

gelificagdo idnica. A concentracdo de 5% de goma ardbica pode ter favorecido interagdes entre
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as particulas ainda em suspensao, levando a coalescéncia antes da reticulagdo completa. Marfil
(2014) observou que concentragdes superiores a 5% de polimeros de parede, a depender da
propor¢ao dos polimeros na formulagao, podem influenciar negativamente a morfologia das

particulas, podendo inclusive impedir sua formagao adequada.

Figura 7 — Capsulas obtidas a partir da formulacio com 5% de goma arabica.

Fonte: Autoria propria.

As demais formulac¢des resultaram em formagao adequada de esferas. Dessa forma, sete
das nove solugdes produzidas foram consideradas bem-sucedidas na encapsulagdo por

gelificagdo i0nica.
5.3 CARACTERIZACAO DAS ESFERAS
5.3.1 Determinacido de metodologia para extraciao

Ensaios preliminares indicaram dificuldades na extragcdo das antocianinas a partir das
esferas. Por esse motivo, trés metodologias distintas foram avaliadas, com o objetivo de
identificar a mais adequada para promover a extracao dos pigmentos encapsulados. A analise
de antocianinas foi realizada nos extratos obtidos para cada metodologia testada, utilizando as
esferas obtidas a partir da formulagdo contendo WPI na concentragdo de 5%. Os resultados da

analise de antocianinas para cada metodologia estdo dispostos na Tabela 6.
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Tabela 6 - Teor de antocianinas para cada metodologia testada

Metodologia Antocianinas totais
Metanol acidificado 5,89 + 0,052
Citrato de sodio + Metanol acidificado 1,93 £ 0,04°¢
EDTA + Metanol acidificado 2,30 +0,04°

Colunas com letras diferentes indicam diferengas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Como pode ser observado na Tabela 6, a metodologia que utilizou apenas metanol
acidificado apresentou maior eficiéncia na extragdo de antocianinas totais, em compara¢do com
os métodos que combinam metanol com citrato ou EDTA. A Figura 8 ilustra visualmente os
extratos obtidos por cada uma das metodologias, apresentados na seguinte ordem da esquerda
para direita: citrato de sddio + metanol acidificado, EDTA + metanol acidificado e metanol

acidificado isoladamente.

Figura 8 - Comparacio visual dos extratos obtidos pelas trés metodologias testadas.

Fonte: Autoria propria.

A anélise visual dos extratos obtidos por cada metodologia revelou que o extrato obtido
com metanol acidificado apresentava coloracao mais intensa e auséncia de turbidez aparente
em comparagao aos demais. A coloracdo mais intensa desse extrato reforga os resultados das
analises quantitativas, sugerindo uma extra¢ao mais eficiente dos pigmentos antocianicos. Essa
observagdo, aliada aos resultados da andlise preliminar de antocianinas, refor¢ou a escolha
dessa metodologia como a mais adequada para a extragdo dos compostos presentes nas esferas

obtidas por gelificacdo ionica.
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5.3.2 Comparacio entre as formulacoes

A Tabela 7 apresenta as eficiéncias de encapsulacdo de antocianinas monoméricas e dos
compostos fenodlicos totais, bem como a capacidade antioxidante retida nas esferas obtidas por

gelificacdo i6nica, avaliada pelos métodos ABTS e DPPH.

Tabela 7 - Eficiéncias de encapsulacio e capacidade antioxidante retida das esferas.

Eficiéncia de encapsulacao (EE) Capacidade antioxidante

retida (CAR)
Antocianinas Compostos
Formulacao monoméricas mp o ABTS (%) DPPH (%)
o Fenolicos (%)
(%)
Controle (0%) 47,25+ 3,78° 22,18+ 1317 21,48 +3,53° 23,45+ 3,554
Gelatina 2,5% 44,89 £9,05 2572+ 136° 2125+0,87° 24,67+ 3,59
Gelatina 5% 34,68 +3,21¢ 31,14 £2,46% 21,43 +£3,82° 20,96 + 1,09%
Gomza ;‘(f/ablca 37,54 +£328"  2539+089°  18,13+0,97° 17,85+ 0,69°
»D /0
Pectina 2,5% 37,81 + 4,90 41,64 £2.10° 30,78 +4,27° 32.69+1,73°
WPI 2,5% 62,24 + 16,40° 49,51 £2,56* 42,64 +£2,69° 4922+ 1,88
WPI 5% 65,10 + 9,952 46,03 +1,50>  30,15+3,00° 34,04 +3,34°

Colunas com letras diferentes indicam diferencas significativas (p<0,05) pelo teste de Tukey.

As formulag¢des com isolado proteico do soro de leite (WPI) apresentaram as maiores
eficiéncias de encapsulacdo em relacdo as antocianinas monoméricas, indicando que a
concentragdo de 2,5% foi suficiente para promover uma maior retengao desses compostos. A
eficiéncia de encapsulacdo de compostos fenolicos acompanhou esse resultado, sendo a
formulacao com 2,5% de WPI o maior valor entre todas as combinagdes testadas. Esses
resultados sugerem que a natureza proteica do WPI favorece a retengdo de compostos bioativos,
tratando-se de uma tendéncia que ja foi observada em outros estudos. Bhusari e Kumar (2014)
por exemplo, reportaram maior teor de compostos fendlicos totais na polpa de tamarindo
encapsulada com concentrado proteico do soro, em comparagdo a outros materiais de parede,
como maltodextrina e goma arabica. De forma semelhante, Sormoli e Langrish (2016) também
identificaram maior teor de fenolicos totais em microcépsulas de extrato de casca de laranja
encapsuladas com WPI.

A eficiéncia superior do WPI pode ser atribuida a sua capacidade de formar interagdes
especificas com antocianinas, como ligagcdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas,

favorecendo a estabilizacdo e protecdo desses compostos durante o processo de encapsulacao.
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A formagdo de complexos entre antocianinas ¢ WPI pode promover melhorias em propriedades
importantes dos pigmentos, como cor, estabilidade antioxidante, digestibilidade, absorc¢do e
outras func¢des biologicas (Ren; Jiménez-Flores; Giusti, 2021). Esses fatores contribuem para
explicar a maior retengdo da capacidade antioxidante observada na formulagdo com 2,5% de
WPI, tanto pelo método ABTS quanto DPPH.

Entre as formulacdes testadas, a terceira maior eficiéncia de encapsulacao quanto aos
compostos fendlicos foi observada na formulacdo com pectina a 2,5%, sendo inferior somente
as eficiéncias das esferas com WPIL. Além disso, essa formulagdo também apresentou
capacidade antioxidante retida estatisticamente semelhante a da formulagdo com WPI a 5%,
para os dois métodos analisados, destacando-se como uma alternativa mais eficiente em termos
de uso de material encapsulante, ja que atingiu resultados comparaveis utilizando apenas 2,5%
de pectina, ou seja, metade da concentragdo de polimero empregada na formulagdo com WPL
Além disso, a pectina ¢ considerada um biopolimero de baixo custo e abundante, principalmente
por ser obtida de residuos (Roman-Benn et al., 2023), enquanto o WPI demanda processamento
industrial mais complexo, o que eleva seu custo (Oliveira et al., 2018).

A eficiéncia de encapsulacdo de compostos fenolicos totais observada nas esferas
contendo pectina pode estar relacionada a capacidade de interagdo entre grupos funcionais dos
polimeros e os compostos bioativos presentes no extrato, especialmente os fenolicos ndo
antocianicos. A pectina, particularmente do tipo de alta metoxilacdo (como a citrica utilizada
neste estudo), contém grupos carboxila e ésteres metilicos capazes de formar ligacdes de
hidrogénio e interagdes hidrofobicas com compostos fenolicos, promovendo sua retencao
dentro da matriz encapsulante (Ribeiro, 2022; Tarone, 2021). Essa interacdo também pode
explicar a elevada capacidade antioxidante retida, visto que a maior parte dos compostos
fenolicos encapsulados permaneceu ativa, como evidenciado pelas analises de DPPH e ABTS.

Apesar da eficiéncia de encapsulagdo de compostos fenolicos ter sido mais alta, a
eficiéncia de encapsulacdo de antocianinas das esferas contendo pectina ndo apresentou
diferenca significativa em relacdo ao controle. Esse resultado pode estar relacionado a
microestrutura da rede formada pela combinagdo dos dois biopolimeros, que tende a ser mais
porosa e heterogénea com o aumento da propor¢do de alginato. De acordo com Walkenstrom
et al. (2003), a rede formada por alginato e pectina apresenta poros na escala de micrémetros,
o que pode favorecer a difusao de compostos pequenos e hidrossoluveis, como as antocianinas,
para o meio externo — mesmo quando a eficiéncia de encapsula¢do dos fendlicos totais se
mantém elevada. A degradacdo das antocianinas também pode ter ocorrido durante o processo,

reduzindo a eficiéncia de encapsulacao desses compostos. Além disso, essa degradacdo pode
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ter gerado produtos que ainda sdo detectados na andlise de compostos fenolicos totais,
contribuindo para o valor elevado observado para a eficiéncia de encapsulagao total (Fleschhut
et al., 2006).

As formulagdes contendo gelatina apresentaram baixo desempenho tanto em relagdo a
eficiéncia de encapsulacdo quanto a capacidade antioxidante retida. As esferas com 2,5% de
gelatina exibiram valores iguais aos do controle para a eficiéncia de encapsulacdo de
antocianinas e para a capacidade antioxidante, sendo superiores quanto a eficiéncia de
encapsulacdo de compostos fendlicos totais apenas. Ja a formulacdo com 5% de gelatina
apresentou uma eficiéncia de encapsulagdo de antocianinas significativamente menor que a do
controle. Isso pode ter acontecido porque a eficiéncia da encapsulagdo depende ndo apenas do
tipo de polimero utilizado, mas também das suas propriedades quimicas e da interagdo com os
compostos bioativos (Favaro-Trindade; Pinho; Rocha, 2008), sugerindo que a maior
concentragdo de gelatina pode ter favorecido interagdes indesejadas com as antocianinas € os
demais fendlicos, como a formagdo de complexos insoluveis, dificultando sua extragdo e
posterior quantificacdo. Além disso, o aquecimento necessario para solubilizacdo da gelatina
pode ter contribuido para a degradacdo térmica das antocianinas, considerando sua instabilidade
térmica (Mohammadalinejhad; Kurek, 2021).

A formulagdo contendo goma arabica apresentou baixa eficiéncia de encapsulacio tanto
de antocianinas quanto de compostos fendlicos, além de apresentar os menores valores de
capacidade antioxidante retida em ambas as concentragdes utilizadas. Apesar da possivel
interagdo entre esses dois biopolimeros em pH 4 e pH 7, conforme demonstrado por Sabet et
al. (2021), a eficacia da matriz formada pode ter sido limitada pela natureza dessas interagdes.
Segundo os autores, o alginato interage com as fragdes proteicas da goma arabica —
especialmente as que contém maiores teores de proteina (10 a 50%) — por meio de interagdes
eletrostaticas, mesmo com ambas apresentando carga liquida negativa. Essas interacdes sdo
favorecidas pela presenca de cargas positivas localizadas nas regides proteicas da goma,
permitindo ligagdes com os grupos carboxilatos do alginato. No entanto, essas ligagdes nao
necessariamente resultam em uma rede encapsulante densa e eficiente, podendo formar uma
matriz mais porosa e menos estruturada, facilitando a difusdo dos compostos bioativos para o
meio externo.

O controle (0% de polimero adicional) apresentou a menor eficiéncia de encapsulagao
para os compostos fenolicos totais, o que era esperado, considerando que a adi¢ao de polimeros
ao alginato tem como objetivo aumentar a reten¢ao dos compostos bioativos. Como ja relatado

na literatura, o uso exclusivo de alginato leva a uma baixa eficiéncia de encapsulacao devido a
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alta porosidade dos hidrogéis formados, o que favorece perdas significativas por difusdo

(Flamminii et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que a composicao da matriz encapsulante na gelificagdo i0nica
possui influéncia decisiva na retengdo e estabilidade dos compostos fendlicos. Dentre os
materiais testados, o isolado proteico do soro de leite (WPI) a 2,5% destacou-se por apresentar
as maiores eficiéncias de encapsulagdo tanto de antocianinas monoméricas (62,24%) quanto de
compostos fendlicos totais (49,51%), além de garantir a maior capacidade antioxidante retida
nas esferas pelos dois métodos (42,64% pelo método ABTS e 49,22% pelo método DPPH).
Esses resultados sugerem a formagao de interacdes especificas entre proteinas e fenolicos, que
favorecem a protecdo dos bioativos durante o processo.

A pectina citrica a 2,5% também mostrou desempenho expressivo, com alta eficiéncia
de encapsulacdo de compostos fendlicos (41,64%) e apresentando capacidade antioxidante
retida pelos dois métodos (30,78% pelo método ABTS e 32,69% pelo método DPPH)
semelhante a do WPI a 5%, com a vantagem de utilizar menor quantidade de material
encapsulante.

Em contrapartida, gelatina e goma ardbica apresentaram desempenho inferior, com
menor eficiéncia de encapsulagdo e baixa retengdo da capacidade antioxidante. Esses resultados
podem ser atribuidos @ menor afinidade quimica com os compostos bioativos e, no caso da
gelatina, a possivel formagao de complexos insoluveis ou degradagdo térmica das antocianinas.
Sendo assim, as formulagdes contendo esses polimeros nas concentragdes testadas ndo seriam
indicados para aplica¢do na producdo de esferas com o proposito de reter antocianinas e outros
compostos bioativos.

A formulacdo controle, contendo apenas alginato, apresentou a menor eficiéncia de
encapsulacao de compostos fendlicos (22,78%), refor¢ando o papel essencial dos biopolimeros
adicionais na estabiliza¢cdo dos compostos bioativos.

De forma geral, os resultados demonstram que a escolha criteriosa dos materiais de
encapsulacdo € essencial para a obtengdo de esferas com maior capacidade de retencdo de
compostos bioativos. A transformagdo do bagago em extrato e sua posterior encapsulagao
representam estratégias tecnoldgicas promissoras para valorizar residuos agroindustriais,

promovendo o reaproveitamento de residuos da cadeia vitivinicola.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

e Avaliacdo da estabilidade das esferas ao longo do tempo, em diferentes condigdes de
armazenamento (temperatura, luz ¢ umidade), visando entender a conservag¢do dos
compostos bioativos e da capacidade antioxidante;

e Anadlise da morfologia das esferas, utilizando técnicas como microscopia Optica e
microscopia eletronica de varredura (MEV), para investigar forma, superficie e estrutura
interna das particulas;

e Estudo da influéncia da viscosidade das solugdes poliméricas na morfologia das esferas;

e Estudos de bioacessibilidade, biodisponibilidade e liberagdao controlada dos compostos
bioativos, por meio de simulacdes in vitro do trato gastrointestinal, para verificar a eficacia
da encapsulagdo na protecdo e entrega dos compostos em condi¢des que mimetizam a
digestdo humana;

e Aplicacdo das esferas encapsuladas em alimentos, avaliando a estabilidade dos compostos
durante o processamento, além de aspectos sensoriais e funcionais do produto final;

e Avaliacdo de estratégias para otimizar a extracdo de antocianinas do bagago de uva,
visando aumentar o rendimento e estabilidade dos compostos, bem como seu impacto na

eficiéncia de encapsulacao e nas propriedades das esferas.
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APENDICE A — CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO
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APENDICE B — CURVA PADRAO DE TROLOX PARA O METODO ABTS
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APENDICE C - CURVA PADRAO DE TROLOX PARA O METODO DPPH

Abs 734nm

Curva Padrao de Trolox para o método DPPH
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