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RESUMO

Nos Ultimos anos, o consumo de café tem registrado um crescimento
significativo tanto pelo sabor caracteristico quanto pelo reconhecimento da
qualidade e efeitos potencialmente benéficos na salde pelo consumo da bebida.
O café contém varios componentes bioativos que justificam esse efeito positivo,
destacando-se os fendlicos antioxidantes. Milhdes de xicaras de café séo
consumidas, todos os dias em todo o mundo, produzindo toneladas de residuos
de extragdo. Tradicionalmente, estes residuos foram considerados como
descarte, ou ocasionalmente utilizados como fertilizantes, porém é uma
potencial fonte para a extracdo de compostos bioativos. A extracdo de
compostos fendlicos antioxidantes do residuo da bebida do café pode, assim, ser
considerada uma opcéao interessante, para obter estes importantes ingredientes
industriais, a partir de uma matéria-prima de baixo custo. A microencapsulacdo
é considerada como um método alternativo, para aumentar a estabilidade de
compostos bioativos, como os antioxidantes, em condi¢cdes ambientais adversas,
tais como armazenamento e processamento, retardando as alteracGes que podem
resultar em perda do valor nutricional. Diante do exposto, no presente trabalho
objetivou-se microencapsular pelo método de Spray Drying o extrato obtido a
partir da borra do café expresso, utilizando isolado proteico de soro do leite e
sua combinagdo com outros materiais (maltodextrina, goma arébica, inulina),
caracterizando a microparticula e avaliando sua estabilidade e atividade
antioxidante por métodos de DPPH, FRAP, ABTS, quantificacdo de fendlicos
totais e compostos bioativos (acidos clorogénicos) por cromatografia liquida de
alta eficiéncia. Foi possivel a obtencdo de particulas de formato esférico com
auséncia de rachaduras e deformagdes na superficie. A utilizagdo de isolado
proteico de soro do leite (IPSL) apresentou maior eficiéncia na manutencdo da
atividade antioxidante mensurada por diferentes métodos. Apesar da aplicacdo
de duas condicOes diferentes de armazenamento, as variagbes méaximas da
atividade antioxidante por DPPH pelas amostras foram inferiores a 10%. Os
encapsulados obtidos carrearam e protegeram quantidades consideraveis de
antioxidantes presentes no café, os quais foram extraidos de residuos do
processamento.

Palavras-chave: Residuo de café. Coffea arabica. Carboidratos. Isolado
Proteico de Soro do Leite. Microencapsula¢do. Compostos Fendlicos.



ABSTRACT

In the past few years coffee consumption has experienced significant growth due
to the recognition of quality and potentially beneficial effects on health. Coffee
contains several bioactive components that justify this positive -effect,
highlighting the antioxidants. Millions cups of coffee are consumed everyday
around the world, producing tons of waste extraction. Traditionally, these wastes
are discarded or occasionally used as fertilizers, but it is a viable source for
extracting bioactive compounds. Extraction of antioxidant phenolic compounds
from the coffee beverage residue can be considered an interesting option to
obtain these important industrial ingredients from a low-cost raw material.
Microencapsulation is considered as an alternative method to increase the
stability of bioactive compounds, such as antioxidants, under adverse
environmental conditions such as storage and processing, delaying changes that
may result in loss of nutritional value. The present work aimed to
microencapsulate by the method of Spray Drying the extract obtained from the
espresso coffee, using whey protein isolate and its combination with other
materials (maltodextrin, gum arabic, inulin), characterizing the microparticle and
evaluating its stability and antioxidant activity through the methods of DPPH,
FRAP, ABTS, quantification of total phenolics and bioactive compounds
(chlorogenic acids) by high performance liquid chromatography. It was possible
to obtain particles of spherical shape with no cracks and deformations on the
surface. The use of whey protein isolate was considered the most efficient
material in the maintenance of the activity measured by different methods.
Despite the application of two different storage conditions, the maximum
variation of the antioxidant activity by DPPH by the samples was less than 10%.
The obtained encapsulates carried and protected considerable amounts of
antioxidants present in the coffee, which were extracted from residue processing.

Keywords: Spent Coffee. Coffea Arabica. Carbohydrates. Whey Protein Isolate.
Microencapsulation. Phenolic Compounds.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor mundial de café, sendo responsavel por 30%
do mercado internacional, e 0 segundo maior mercado consumidor, ficando atras
apenas dos Estados Unidos. A bebida do café consumida, principalmente, pelo
seu efeito estimulante e sabor caracteristico, possui uma composi¢do quimica
diversa, incluindo compostos com funcdes bioldgicas variadas, ditos como
funcionais que podem ter efeitos benéficos a salde. O café destaca-se também
pela atividade antioxidante, comprovada in vitro e in vivo, pela presenca de
cafeina, trigonelina, compostos fendlicos e seus produtos de degradacdo, como
as melanoidinas (ABRAHAO et al., 2010; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012; LIMA
et al, 2010; SANCHEZ-GONZALEZ; JIMENEZ-ESCRIG; SAURA-
CALIXTO, 2005).

Grande parte da producdo mundial de café, em torno de 50%, destina-se
a preparacdo direta da bebida. A outra metade é direcionada para a producdo de
café sollvel. As cafeterias sdo responsaveis por grande parte desse preparo
direto, tendo seu mercado ampliado nos Gltimos anos, visto que se trata de uma
tendéncia atual. Independente do método de preparacédo aplicado, a eficiéncia de
extracdo de compostos bioativos serd visivelmente inferior & obtida em escala
industrial, assim, os residuos obtidos apresentardo sua maior concentragao,
possibilitando inimeras aplicagBes potenciais. Diversos trabalhos relataram que
0 extrato de residuo de café apresenta alta atividade antioxidante, em razdo da
presenca de compostos polifendlicos e derivados, produtos da Reacdo de
Maillard, que permanecem no residuo do café, atuando como compostos
antioxidantes primarios e secundarios (MUSSATTO et al., 2011a; PANUSA et
al., 2013; RAMALAKSHMI et al., 2009; XU et al.,, 2015). A extragcdo de

compostos fenolicos antioxidantes do residuo da bebida do café pode assim ser
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considerada uma alternativa interessante, para obter estes importantes
ingredientes industriais, a partir de uma matéria-prima de baixo custo.

A ingestdo de compostos antioxidantes, como 0s compostos
polifendlicos, é de grande interesse e pode trazer beneficios a salde dos
consumidores. Porém as dificuldades associadas a susceptibilidade desses
compostos as condi¢bes de processamento de alimentos e sua instabilidade
guimica tém gerado véarios estudos visando buscar uma melhor
biodisponibilidade destes compostos.

A microencapsulacdo, na industria de alimentos, tem como fungdo a
protecdo de compostos bioativos, por apresentarem elevada atividade biologica,
sendo encontrados em pequenas concentragdes nos alimentos, sendo
susceptiveis a luz, temperatura e processos oxidativos. Além disso, 0 processo
de microencapsulacdo, ao tornar o produto na forma em pd, facilita seu
manuseio e aplicacdo em matrizes alimenticias. A aplicacdo de substancias
antioxidantes do café microencapsuladas representa uma grande alternativa, uma
vez que é capaz de proporcionar os beneficios naturais oferecidos pelos
antioxidantes, ao mesmo tempo em que 0s protege da degradacéo.

Dentro deste contexto, no presente estudo objetivou-se determinar o teor
de compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante do extrato obtido a
partir do residuo da producdo do café expresso. Além disso, pretendeu-se avaliar
as microparticulas contendo o extrato da borra de café expresso produzidas por
Spray Drying, com diferentes formulagdes de material encapsulante, visando
obter maior estabilidade para 0s compostos responsaveis pela atividade

antioxidante e sua funcionalidade como aditivo em alimentos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Café

O café, por ser um produto natural com sabor e aroma caracteristicos, é
uma das bebidas mais aceitas em diversos paises do mundo. Sua popularidade é
baseada tanto no valor nutricional e nos beneficios potenciais para a salde
quanto no seu efeito estimulante (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). A sua
aceitabilidade, comercializacdo e valorizagdo no mercado encontram-se
associados a parametros qualitativos (SILVA et al., 2009).

O café torrado € obtido, a partir do beneficiamento do fruto maduro de
espécies do género Coffea, sendo as espécies Robusta (Coffea canephora Pierre)
e Ardbica (C. arabica L.) com maior consumo mundialmente. O café arabica é
um café mais fino, que apresenta uma bebida de qualidade superior em termos
de aroma e sabor. O café robusta é frequentemente utilizado nos blends, com o
arébica, com a finalidade de conferir mais corpo a bebida e diminuir a acidez.
Serve também para oferecer um produto de menor custo e ajustar a bebida a
preferéncia ou ao costume de determinada classe de consumidores
(BERTRAND et al., 2003; MARCUCCI et al., 2013).

A qualidade de um café é resultado da somatéria de atributos fisicos dos
grdos crus, como: cor, tamanho, densidade, forma e uniformidade; de atributos
do grdo torrado, dentre os quais destacam-se a homogeneidade na cor e a cor da
pelicula prateada e as caracteristicas organolépticas da bebida, expressas pelo
gosto e aroma. Ela esté relacionada com o sabor e aroma do produto e este sofre
influéncia de varios fatores tanto na pré como na po6s-colheita. Entre os fatores
de pré-colheita destacam-se o local do cultivo, o efeito das adubacGes, a

quantidade de microrganismos presentes. Ja para os fatores de pos-colheita,
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destacam-se 0 processamento, tipo de secagem, armazenamento do café

beneficiado, a torragéo do gréo, entre outros fatores (TOLEDO et al., 2016).

2.2 Consumo de café

Segundo dados do setor cafeeiro, divulgados pela Organizacdo
Internacional do Café — OIC (INTERNACIONAL COFEE ORGANIZATION -
ICO, 2017), em seu relatério sobre o mercado cafeeiro de dezembro de 2017, a
producdo mundial de café, no periodo 2017/2018, esta estimada,
provisoriamente, em 158,78 milhGes de sacas de 60 kg e o consumo mundial de
café previsto para esse periodo é de 157,59 milhdes de sacas. Esses dados do
setor indicam expansao desse mercado em nivel global tanto na oferta quanto na
demanda de café. Em relacdo ao consumo de café, especificadamente, o relatério
prevé um aumento de 1,7% no consumo de paises da América do Sul.

Nos ultimos anos, o consumo mundial de café tem-se modificado
substancialmente, observando-se crescente procura por produtos de boa
qualidade, tornando possivel a segmentacdo do mercado com produtos de alto
valor agregado, ditos cafés especiais (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA
INDUSTRIA DE CAFE - ABIC, 2014). O conjunto de cafés especiais se
distingue dos cafés tradicionais em razdo do fornecimento de alta qualidade do
ponto de vista sensorial, derivada de processos distintos de plantacéo, colheita,
processamento e lavagem, secagem, moagem e preparo da bebida (ARDEKANI,
2016). O café expresso é um dos métodos de preparo de forte influéncia no
crescimento do consumo de cafés especiais. Grande impulso no consumo da
bebida, no Brasil, ocorreu na década de 1980, com o aumento de shopping
centers e centros comerciais (SAMPAIO; SPINOLA, 2000). Atualmente, o

método de preparo da bebida expresso apresenta bom crescimento no mercado



19

interno, principalmente, nas grandes cidades brasileiras, conquistando cada vez
mais consumidores do tradicional café preparado no coador.

Em um estudo de tendéncias de consumo do café, realizado pela ABIC
(2014), foi demonstrado que o Brasil possui grande participacdo de vendas de
café no varejo se comparado a outros paises. O volume de café consumido no
Brasil concentra-se, aproximadamente, 68% no varejo e 32% no food service e,
segundo a andlise, a projecdo para 2019 é de aumento de 36% para o food
service, indicando que o consumidor buscara ainda mais o consumo de café fora

de casa.

2.3 Café expresso

Diversos sdo os métodos, para a preparacdo da bebida do café, que séo
geralmente caracterizados por processos de extracdo. Segundo a Associacdo
Brasileira da Industria de Café - ABIC (2017), o café expresso é a bebida
preparada em maquina especifica, cuja concentracdo de 6leos aromaticos é mais
intensa. A bebida é obtida por percolacdo de adgua quente, sob alta presséo, por
uma quantidade de café moido torrado compactado. Durante a preparacdo, a
agua fica a uma temperatura entre 88 — 92°C entre, aproximadamente, 9 bar,
forcando um compactado de café (bolo de café), em curto intervalo de tempo
(BARTEL; MESIAS; MORALES, 2015; SALAMANCA et al., 2017).

Durante a preparagdo do café expresso, diversos fatores influenciardo a
qualidade final da bebida e a eficacia do processo de extracdo, dentre eles
temperatura, pressdo, o tempo de infusdo, o grau de moagem dos gréos e a
parcela de café moido, qualidade da agua, entre outros. A qualidade do gréo de
café torrado também é primordial para obtencdo da bebida com boas
propriedades sensoriais (CAPRIOLI et al., 2014).
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2.3.1 Método de extracao dos residuos do café

MilhGes de xicaras de café sdo consumidas, todos os dias em todo o
mundo, produzindo toneladas de residuos de extracdo. Tradicionalmente, estes
residuos foram considerados como descarte, ou ocasionalmente, utilizados como
fertilizantes. Durante as Ultimas décadas, em nivel industrial, varias aplicacdes
foram propostas para agregar valor aos subprodutos de café. O residuo do café
pode ser usado para a alimentagdo animal, para a producdo de biocombustivel,
biodiesel ou bioetanol, como adsorvente e carvao ativado e, também, para extrair
antioxidantes ou outros compostos bioativos (BRAVO et al., 2012; ESQUIVEL;
JIMENEZ, 2012; RAMALAKSHMI et al., 2009).

A extracdo de compostos fenolicos antioxidantes do residuo da bebida
do café pode assim ser considerada uma alternativa interessante, para obter estes
importantes ingredientes industriais, a partir de uma matéria-prima de baixo
custo. A extracdo é o primeiro passo no isolamento de compostos fendlicos de
Vvarios residuos agroindustriais e materiais vegetais. Diferentes técnicas tém sido
aplicadas para recuperar compostos fendlicos antioxidantes de fontes naturais,
incluindo extracdo soélido-liquido com solventes organicos, extracdo por
ultrassom, extracdo por micro-ondas, extracdo de fluidos supercriticos e
processos de alta pressdo. Entre estas técnicas, a extracdo solido-liquido é
amplamente empregada para a extragdo de fendis a partir de fontes vegetais. No
entanto a eficiéncia do processo de extragdo é afetada por varios fatores, tais
como o tipo de solvente e a sua concentracdo, a razao solvente/solido, o nimero
de passos de extracdo, o pH, o tempo de contato, a temperatura e o tamanho de
particula da matriz sélida. Assim, € muito importante otimizar as condi¢fes de
processo a fim de maximizar a eficiéncia de extracdo de cada matéria-prima
(MUSSATTO et al., 2011a).
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A aplicacéo da radiagdo ultrassonica é uma alternativa para a aceleragdo
do processo extrativo, pois facilita a transferéncia de massa, principalmente,
entre fases imisciveis, além de possuir maior reprodutibilidade, em tempos mais
curtos, simplificando a manipula¢do e aumentando rendimentos e qualidade de
extrato (DELGADO-POVEDANO; CASTRO, 2013; PIZARRO, 2013).

O extrato da borra de café ja foi avaliado quanto a atividade bioldgica
por diversos autores, com uma abordagem promissora, porém pouco explorada
do ponto de vista tecnoldgico. Eles demonstraram forte atividade antioxidante e
antitumoral, bem como ag&o anti-inflamatoria e antialérgica. Suas propriedades
antioxidantes podem ser a consequéncia da presenca residual de compostos
bioativos, como cafeina, trigonelina e acidos clorogénicos (BRAVO et al.,
2013a; CRUZ et al., 2012; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

No entanto compostos fenolicos sdo muito vulneraveis a condi¢Bes
ambientais diversas, tais como exposi¢do a luz, oxigénio, umidade, entre outras,
pela existéncia de ligacGes ndo saturadas nas estruturas moleculares. Assim, a
encapsulacdo é capaz de melhorar sua estabilidade de armazenamento,
prolongando os beneficios de tais compostos, além de mascarar aromas
desagradaveis nos alimentos fornecidos por esses compostos funcionais,
incluindo o gosto amargo e a adstringéncia de polifendis (BALLESTEROS et
al., 2017).

2.4 Composicdo quimica do café

O grédo de café apresenta em sua constituicdo quimica inimeros
componentes, volateis e ndo volateis, que sdo responsaveis pelo sabor e aroma
caracteristicos do café, tais como: cidos, aldeidos, cetonas, aglcares, proteinas,
aminoécidos, acidos graxos, carboidratos, trigonelina, compostos fenolicos,
cafeina, entre outros (TABELA 1) (TOCI; FARAH; TRUGO, 2006).
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Tabela 1 - Teores (%) de alguns constituintes de gréos crus e torrados da espécie
Coffea arabica L.

Gréos Crus Gréos Torrados
Constituintes

Arébica Arébica
Cafeina 09-12 1,0-1,3
Trigonelina 1,0-1.2 05-1,0
Cinzas 3,0-4,2 3,0-45
Acido Clorogénico 55-8,0 22-45
Outros Acidos 1,5-2,0 1,0-2,4
Sacarose 6,8-8,0 0
Acucares Redutores 0,1-1,0 0,2-0,3
Polissacarideos 44,0 - 55,0 24,0-39,0
Proteinas 11,0-13,0 7,8-10,4
Lipideos 14,0 -16,0 14,0 - 20,0
Sélidos Solaveis 23,8 -27,3 26,0-30,0

Fonte: Adaptado de Illy e Viani (1995).

A cafeina (FIGURA 1) é o principal metabdlito fisiologicamente ativo e
guantitativamente, o alcaloide mais importante do grdo do café (MOREIRA et
al., 2014). Encontra-se no grupo das bases de purina, sendo derivada de
metilados da 2,6-dioxi-purina (xantina). A cafeina é a 1,3,7-trimetilxantina, uma
substancia lipossolivel, sendo rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal
(AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; MELLO; KUNZLER; FARAH,
2007).

Diversos autores descrevem a cafeina como a substancia psicoativa mais
consumida no mundo, interferindo nas funcdes fisioldgicas do organismo
humano, sendo estimulante do sistema nervoso central, cardiovascular, além de

ter acdo ergogénica e apresentar elevado potencial antioxidante e atividade
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genoprotetora (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; BRAVO et al.,
2013a; ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012).

Figura 1 - Estrutura quimica da cafeina.
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Fonte: (BREZOVA; SLEBODOVA; STASKO, 2009).

Além da cafeina, o café apresenta outras substancias bioativas como a
trigonelina, compostos fendlicos (em que se destacam os acidos clorogénicos) e
compostos resultantes da reacdo de Maillard, como as melanoidinas. Os
compostos fenolicos constituem uma das principais classes de antioxidantes
naturais (MORAIS et al., 2008).

Os éacidos clorogénicos (FIGURA 2) sdo compostos fendlicos formados
pela esterificacdo de acidos transcindmicos com &cido quinico, que apresentam
diferentes formas isoméricas, variando a posicdo da ligacdo éster: o acido
cafeico, o ferdlico, ou o p-cumaérico. Estes grupos sdo acidos cafeoilquinicos,
com trés isémeros principais (3, 4, 5); os acidos dicafeoilquinicos, cujos
isdbmeros principais sdo 3,4; 3,5; 4,5; &cidos feruloilquinicos (3, 4, 5), acidos p-
cumaroilquinicos, e os &cidos cafeoilferuloilquinicos (TOCI; FARAH; TRUGO,
2006). Os &cidos clorogénicos sdo importantes componentes do café, dos quais o
representante principal ¢ o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) (ZANIN et al.,
2016). Estes compostos conferem adstringéncia, amargor e acidez a bebida do
café (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016). Os grdos de café verde

possuem maior concentracdo de A&cidos clorogénicos e derivados quando
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comparado ao grdo de café torrado, alcancando teores de até 14% (em peso
seco) (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; FARAH; DONANGELO,
2006; PERRONE et al., 2008).

Figura 2 - Acidos clorogénicos encontrados no café.
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Fonte: (Adaptado de JESZKA-SKOWRON et al., 2016).

Os acucares predominantes no café verde sdo os ndo redutores,
particularmente a sacarose; 0s redutores se apresentam em quantidades
pequenas. Durante a torragdo, a sacarose é rapidamente degradada, ocorrendo
caramelizacdo, acompanhada pela produgdo de gas carbonico. O flavor do café,
para a formacdo do pigmento e outras moléculas, é derivado da natureza e

contetido desses agucares essenciais. Os teores de sacarose dependem da
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espécie, variedade e grau de maturidade do fruto na colheita (DUARTE;
PEREIRA; FARAH, 2010; FARAH et al., 2006).

As proteinas sdo fontes da maioria dos “flavors” caracteristicos do café
e, com a torracdo, elas desnaturam-se em temperaturas inferiores a pirolise,
ocorrendo hidrélise das ligagdes peptidicas das moléculas proteicas com
liberacdo de aminas e carbonilas (SIVETZ; DESROISIER, 1979). Além disso,
esses compostos podem formar complexos com aclcares, especificadamente,
durante o processo de torragdo do café, resultando na formagdo de uma grande
variedade de compostos, como as melanoidinas, pela Reacdo de Maillard
(HECIMOVIC et al., 2011; WANG: QIAN; YAO, 2011).

As melanoidinas sdo compostos de alto peso molecular que apresentam
coloracdo castanha, originados, principalmente, pela reacdo de Maillard entre
grupos amino e agUcares redutores. Embora apresentem estrutura quimica pouco
conhecida, representam cerca de 25% do peso seco dos gréos de café torrados,
apresentando comprovada atividade antioxidante (BRAVO et al., 2013a;
PANUSA et al., 2013).

2.5 Potencial antioxidante

O termo oxidacdo de uma substancia é comumente definido como a
modificacdo de uma determinada substancia quimica em um derivado, com
namero inferior de elétrons. Assim, oxidacdo é a perda de um ou mais elétrons
para outra substancia e o procedimento inverso pode ser considerado como
reducdo. A transferéncia de elétrons € um dos processos quimicos mais
fundamentais para a sobrevivéncia das células. A dependéncia da transferéncia
de elétrons tem como efeito a produgdo de radicais livres e outras espécies
reativas de oxigénio (ERO) que podem causar dano oxidativo (ALVES et al.,
2010a).
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Os radicais livres sdo atomos, ou grupos de atomos, que apresentam um
ou mais elétrons desemparelhados no altimo reservatorio de elétrons
(WOJTOWICZ; KRUPSKA; ZAWIRSKA-WOJTASIAK, 2017). Tal
caracteristica, em particular, é responsavel pela alta reatividade e mecanismos de
reacdo em cadeia em organismos vivos (GALANO et al., 2016). Sua producgéo
ocorre, continuamente, nos processos metabdlicos, sdo moléculas que atuam
como intermediarias nas transferéncias de elétrons em reacdes biogquimicas,
tendo significativas fungdes no metabolismo, como producdo de energia,
regulacdo do crescimento celular e sintese de substéncias bioldgicas importantes.
Entretanto, em quantidades excessivas, apresentam efeitos prejudiciais, tais
como danos celulares e ao DNA, alteragdes nas estruturas e fungdes celulares,
estando, assim, envolvidos em disfungcbes como cancer e envelhecimento
precoce (ALVES et al., 2010a).

A grande parte dos radicais livres encontrados in vivo sdo espécies
reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN). As espécies
reativas de oxigénio sdo radicais livres entrados no oxigénio, como exemplo o
anion superdxido (O;’), hidroxil (-OH) e o radical hidroperoxil (HOO"). J& as
espécies reativas de nitrogénio sdo radicais a base de nitrogénio como o diéxido
de nitrogénio (NO;") (GALANO et al., 2016).

Para combater os radicais livres, 0s organismos vivos produzem
substancias que sdo capazes de regenerar ou prevenir 0s danos oxidativos,
exercendo seu papel como antioxidante. Além destes, substdncias com
habilidade de sequestrar radicais livres podem ser obtidas de fontes externas,
como alimentos e bebidas. Quando os antioxidantes produzidos pelo corpo sdo
insuficientes, para combater os radicais livres produzidos pelo organismo, este
sofre agdes degenerativas em virtude do distdrbio conhecido como estresse
oxidativo (PEREIRA; VIDAL; CONSTANT, 2009).
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Antioxidantes sdo substancias que, quando presentes em baixas
concentracgdes, retarda ou inibe a oxidagdo de um substrato de forma eficaz,
atuando em diferentes niveis na protecdo dos organismos. O primeiro
mecanismo de defesa contra os radicais livres é impedir a sua formacdo, por
intermédio do blogueio das reacdes em cadeia com o ferro e o cobre. Os
antioxidantes sdo capazes de interceptar os radicais livres gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas, impedindo o ataque sobre o0s
lipideos, os aminoacidos das proteinas, a dupla ligacdo dos &cidos graxos poli-
insaturados e as bases do DNA, evitando a formacdo de lesdes e perda da
integridade celular (BIANCHI; ANTUNES, 1999; GULCIN, 2012). O segundo
mecanismo de protecdo é a reparacdo de lesdes causadas pelos radicais, por
meio da remocdo de danos da molécula de DNA e por reconstituicdo dos danos
em membranas celulares, mas, em algumas situagdes, pode ocorrer uma
adaptacdo do organismo em resposta a geragdo desses radicais com 0 aumento
da sintese de enzimas antioxidantes (DEGASPARI; WASZCZYNSKY/J, 2004).

Estudos evidenciam (ANEXO A) que pela presenca de constituintes
naturais e compostos, formados pelo processo de torragdo, o café é uma fonte
dietética de antioxidantes, tais como a cafeina, acidos clorogénicos, &cidos
hidroxicindmicos e produtos da reagdo de Maillard, como melanoidinas
(ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). Por suas propriedades redutoras e estrutura
guimica, os compostos fendlicos desempenham um papel importante, na
inativagdo de radicais livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto no
inicio como no final da propagacéo do processo oxidativo (ABRAHAO et al.,
2010).

Os acidos clorogénicos (CGA) e seus isbmeros sdo 0s principais
componentes da fracdo fendlica dos gréos de café in natura. Além de possuir
propriedade  antioxidante, atuam como agentes  hepatoprotetores,

hipoglicemiantes e antivirais. Dentre os &cidos clorogénicos, o componente
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dominante é o &cido cafeoilquinico (5-ACQ) e seu produto de hidrolise, o &cido
cafeico, presentes em quantidade elevada na bebida do café (ABRAHAO et al.,
2008; AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; FARAH, DONANGELO,
2006). Transformagcbes quimicas tais como isomerizacdo, hidrolise ou
degradacdo, em compostos de baixo peso molecular, podem ocorrer nos acidos
clorogénicos durante a torracdo do café. Sob altas temperaturas, durante o
processo de torracdo, ocorre reducdo da quantidade desses acidos, formando
guinolactonas e melanoidinas (PANUSA et al., 2013).

2.5.1 Métodos para a avalia¢do da atividade antioxidante in vitro

A fim de avaliar as propriedades antioxidantes de diferentes alimentos e
ingredientes alimenticios, diversos métodos analiticos tém sido empregados.
Tais métodos, além de se basearem em fundamentos diversos, sdo numerosos e
podem estar sujeitos a interferéncias e limitagcdes. Dessa forma, preconiza-se a
utilizacdo de duas ou mais técnicas, ja que nenhum ensaio usado, isoladamente
ird refletir exatamente a “capacidade antioxidante total” de uma determinada
amostra (ALVES et al., 2010a; HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

A avaliacdo da atividade antioxidante em testes in vitro € importante
para verificar a correlagdo entre antioxidantes potentes e 0s niveis de estresse
oxidativo (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). A maioria dos métodos baseia-se
na adicdo de um agente “‘starter”’, como a temperatura, um metal de transi¢do ou
mesmo a exposicdo a luz, para acelerar o processo, além de uma fonte especifica
de radicais livres. Os radicais serdo, entdo, reduzidos sob condigdes
padronizadas, e o grau de oxidacao, ou sua extensdo, sera mensurado (ALVES et
al., 2010a; VIGNOLI; BASSOLI; BENASSI, 2011).

Em geral, os métodos de avaliacdo da atividade antioxidante podem

atuar sobre radicais livres por dois diferentes mecanismos: transferéncia de
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elétrons livres (TEL) e transferéncia de atomos de hidrogénio (TAH). Os
métodos baseados em transferéncia de elétrons livres detectam a capacidade de
um composto antioxidante em transferir um elétron, para reduzir qualquer
substancia, incluindo metais e radicais livres, alterando a coloracéo da solucéo a
medida que o composto oxidante sofre redugdo. J& os métodos analiticos, que se
baseiam na transferéncia de atomos de hidrogénio, avaliam a capacidade de um
antioxidante em inibir a acdo de radicais livres por doacdo de atomos de
hidrogénio (GULCIN, 2012; HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

Dentre os métodos in vitro mais usados, podem-se citar aqueles que
medem: a habilidade de um antioxidante de reduzir um radical livre por doagdo
de hidrogénio ou elétron (ORAC, FRAP, ABTS e DPPH); o poder redutor; a
capacidade de quelante de ions ferrosos e a capacidade de inibir a oxidagdo
lipidica (método da oxidagdo acoplada do B-caroteno/acido linoleico) (HUANG;
BOXIN; PRIOR, 2005).

2.5.1.1 Atividade Antioxidante Total por Reducéo do Ferro (FRAP)

O método FRAP utiliza-se de um sal férrico (Fe (1ll) (TPTZ), . Cly)
como agente oxidante, que é preparado misturando-se TPTZ (2,4,6-tris(2-
piridil)-s-triazina) com tamp&o acetato e cloreto férrico (20 mM), formando o
conglomerado denominado ‘“reagente FRAP”. Apos aquecimento a 37°C,
agentes antioxidantes da amostra podem ligar-se ao Fe(lll), reduzindo-o para
Fe(ll), alterando a absorbancia mensurada entre 590 — 595 nm (FIGURA 3)
(HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).
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Figura 3 - Reacdo de transferéncia de elétrons do método de FRAP.
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Fonte: (HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

O teste de FRAP é conduzido a um pH &cido (pH = 3,6) para que a
solubilidade do ferro seja mantida. A reag&o a baixo pH resulta na diminuigdo do
potencial de ionizagdo, o que impulsiona a troca de elétrons e aumenta o
potencial redox (GULCIN, 2012).

2.5.1.2 Método do radical ABTS
(acido 2,2'-azino-bis-(3- etilbenzotiazolina)-6-sulfénico)

O radical ABTS+ € produzido, a partir de um iniciador, o acido 2,2-
azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico, sendo um composto croméforo,
estavel quimicamente, altamente solUvel em &gua e solventes organicos,
permitindo a determinacédo da capacidade antioxidante de compostos hidrofilicos
e lipofilicos (NENADIS et al., 2004; SUCUPIRA et al., 2014).

O método de determinacédo de atividade antioxidante pelo radical ABTS
é baseado na inibicdo da absorbéancia do radical positivo ABTS", que possui

espetro de absorgdo com comprimento de onda de 734 nm (GULCIN, 2012).



31

2.5.1.3 Método do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazina)

O método DPPH é baseado na reducdo da taxa do radical estavel DPPH.
Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPHe é reduzido
formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H). Dessa maneira, 0 mecanismo de
reducdo de radicais livres DPPH envolve a doacdo de hidrogénio (FIGURA 4)
(MENSOR et al., 2001).

Figura 4 - Sequestro do radical DPPH por um antioxidante.

DPPH - DPPH-H

Fonte: (GULCIN, 2012).

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, bastante estavel, de
coloragdo violeta, possuindo absor¢do na faixa de 515 — 520 nm. Durante a
reacdo de reducdo do radical DPPH, observa-se decréscimo da absorbéancia
(SUCUPIRA et al., 2014).

A partir dos resultados obtidos, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante (quantidade de DPPHe consumida pelo antioxidante) ou
sequestradora de radicais (%ASRL) e/ou a porcentagem de DPPHe

remanescente no meio reacional. A porcentagem de DPPHe remanescente ¢
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proporcional a concentracdo de compostos antioxidantes, e a concentragdo que
causa reducdo em 50% da concentracdo inicial de DPPH é definida como o
ECs. Por meio deste método, também é possivel a obtencdo do tempo
necessario para o alcance do estado estacionario com a concentracdo ECsy,

podendo ser obtido a partir da curva cinética, definido como TECs, (HUANG;
BOXIN; PRIOR, 2005).

2.6 Microencapsulagéo

A microencapsulacdo € o processo de empacotamento e carreamento de
particulas, de matérias sélidas, liquidas ou gases em um material inerte,
conferindo protecéo a condi¢Bes externas. Os produtos obtidos por este processo
sdo chamados de microparticulas, apresentando formato esférico e aspecto
solido, didmetro entre 3 — 800 um, subdividindo-se em microesferas e
microcapsulas, que se diferenciam na morfologia e estrutura interna (JYOTHI et

al., 2010), conforme mostrado na Figura 5.

Figura5- (A) Microesfera, em que o agente ativo € disperso na matriz
polimérica; (B) Microcépsula, o agente encapsulante (material
polimérico) envolve o agente ativo da microparticula

A Membrana polimérica

Agente ativo na matriz polimérica Agente ativo encapsulado

Fonte: (SUAVE et al., 2006).
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As microesferas sdo caracterizadas pela dispersdo do composto a ser
encapsulado a matriz polimérica. Por ser uma rede polimérica, uma pequena
fracdo do material encapsulado permanece exposto na superficie da particula.
Essas particulas podem ser classificadas como homogéneas, estando o nucleo
em um estado molecular (dissolvido), ou como heterogéneas, quando o nucleo
encontra-se suspenso ou na forma particulada (AZEREDO, 2013; SUAVE et al.,
2006).

As microcapsulas apresentam uma estrutura simples, na qual o nucleo
(composto a ser protegido) é envolto por uma membrana, de espessura uniforme.
Nesta estrutura, a parede protetora pode apresentar diferentes espessuras gque vao
conferir protecdo ao composto (DESAI; PARK, 2005).

A microencapsulacdo € vantajosa, sobretudo, para evitar que fatores
ambientais como presenca de oxigénio, pH, luminosidade, temperatura, presenca
de outros componentes, entre outros, possam comprometer a estabilidade e
funcdo do composto bioativo. Além disso, em processos de encapsulagdo em
que as microparticulas sdo obtidas em p6, o po resultante pode ser aplicado
como ingrediente alimentar funcional, podendo ser melhor absorvido pelo
sistema gastrointestinal (VILLELA-CASTREJON; ACOSTA-ESTRADA;
GUTIERREZ-URIBE, 2017). Existem diversas técnicas de microencapsulacéo
que se dividem em métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Ndo ha uma
técnica universalmente ideal, a escolha da técnica de microencapsulagdo, para
uma aplicacgdo especifica, depende de uma série de fatores, como tipo de nucleo,
tamanho de particulas requerido, propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da
parede, aplicacdo do produto final, mecanismos desejados de liberacdo, escala
de produgdo e custo (AZEREDO, 2005).

A diferenga basica entre os métodos de encapsulagéo existentes esta no

tipo de protecdo do material ativo pelo agente encapsulante, pelo fato da
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combinacdo entre o material e o agente ativo poder ser de natureza fisica,

quimica ou fisico-quimica (SUAVE et al., 2006).

2.7 Spray Drying

A secagem por atomizacao, ou Spray Drying é o método mais comum e
econbmico empregado na producdo de microparticulas, por facilidade de
operacdo e boa relagdo custo- beneficio (BOTREL et al., 2014). A técnica
consiste em transformar um produto fluido em particulas secas. E comumente
utilizado na industria de alimentos para a produgdo de alimentos em po e
aglomerados (SHISHIR; CHEN, 2017).

O processo consiste em trés etapas: atomizacao da solugdo, secagem das
goticulas liquidas e recuperacao da particula ou p6 (FIGURA 6). Na atomizacao,
a alimentacdo, no estado liquido, é aspergida dentro de uma camara de secagem
com circulacdo de ar quente e dispersa em pequenas particulas. Nessa etapa,
haver4 a maximizacdo da area superficial da alimentacdo liquida, de forma a
conferir maior eficiéncia para a secagem. As propriedades da particula final
obtida dependerdo diretamente do tipo de atomizador utilizado e do seu
desempenho. Apds essa etapa, as goticulas atomizadas entrardo em contato com
0 ar quente. O ar quente aumenta a temperatura das goticulas, ocasionando-lhes
a evaporacdo da agua nelas contida. Os sélidos remanescentes do material
encapsulante envolverdo o material ativo, formando as microparticulas, que
podem ter forma esférica ou oval, com crosta suave ou aspera, dependendo das
caracteristicas do composto e das condi¢Oes estabelecidas no processo de
secagem. Apo6s o fim da secagem, as microparticulas secas sdo separadas por
meio de um ciclone, sendo recuperadas no final em um recipiente especifico
(SHISHIR; CHEN, 2017; SILVA; VIEIRA; HUBINGER, 2014).



35

Figura 6 - Representacdo do processo de microencapsulagdo por Spray Drying.
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Fonte: (Adaptado de ESTEVINHO et al., 2013).

Suave et al. (2006) e Santos et al. (2000) afirmam que o processo de
Spray Drying apresenta algumas vantagens sobre os outros métodos de
microencapsulacdo, como o controle eficiente das propriedades e a qualidade do
produto, utilizacdo para materiais sensiveis ao calor. Além disso, possibilitam-se
grandes produgfes em operagdo continua com equipamento simples, produgéo
de particulas relativamente uniformes e esféricas. Por outro lado, dentre as
desvantagens do método, estd a baixa eficiéncia energética, resultante do
transporte da energia pelo ar de saida, dificultando a obtencdo de uma condigédo
de ar saturado (AGHBASHLO et al., 2012; KAJIYAMA; PARK, 2011).
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2.8 Material encapsulante

A eficiéncia do encapsulamento e a estabilidade das microparticulas séo
influenciadas diretamente pela escolha do material de parede ou material
carreador. O material encapsulante é selecionado em funcdo das propriedades
fisicas e quimicas do composto, da aplicacdo e do método de microencapsulacao
(SUAVE et al., 2006). O material da parede ideal deve ser de facil manipulacéo
durante o processo; ndo reagir com o nucleo; possuir baixa higroscopicidade,
para facilitar a manipulacédo e evitar aglomeragao; possuir capacidade de selar e
manter 0 agente ativo no interior da capsula; ser capaz de fornecer protegdo
méaxima para o nucleo contra condigdes adversas, possuir as propriedades
desejadas de liberacdo do material ativo; ndo interferir no sabor, no caso de
microcéapsulas alimenticias; e possuir  viabilidade econdmica
(GHARSALLAOUI et al., 2007; SILVA; VIEIRA; HUBINGER, 2014).

Segundo Estevinho et al. (2013) e Silva, Vieira e Hubinger (2014) , a
maioria dos materiais de parede ndo tém todas as propriedades desejadas, assim,
¢ comum a mistura de dois ou mais materiais. Dependendo do composto
protegido e das caracteristicas desejadas na particula final, uma grande
variedade de polimeros naturais e sintéticos pode ser selecionada. Os materiais
de parede, frequentemente utilizados para a microencapsulacdo por Spray
Drying, sdo carboidratos (amido, dextrinas, celuloses, etc), proteinas (gluten,
caseina, gelatina, albumina, etc) e gomas (goma arabica, alginato de sodio,
carragena) (KANDANSAMY; SOMASUNDARAM, 2012).

Os carboidratos, tais como amidos, maltodextrinas e xaropes de glicose
sdo normalmente utilizados em microencapsulacdo de ingredientes alimentares.
Estes materiais sdo considerados como bons agentes encapsulantes,
apresentando baixa viscosidade em alto teor de solidos e boa solubilidade,

embora ndo apresentem as propriedades interfaciais necessarias para uma
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elevada eficiéncia de microencapsulacdo. Assim, sdo, geralmente, associados
com outros materiais de encapsulamento, tais como proteinas ou gomas, por
suas propriedades de estabilizagdo da emulsdo (GHARSALLAOUI et al., 2007).
As maltodextrinas proporcionam boa estabilidade oxidativa, mas exibem fraca
capacidade de emulsdo e baixa estabilidade de emulsdo em solucdo (SILVA,
VIEIRA; HUBINGER, 2014). A incorporacdo de carboidratos hidrolisados, no
material de parede de microcapsulas, pode melhorar as propriedades de
secagem, com o0 aumento da formagdo de uma crosta seca em volta das
particulas, aumentando sua estabilidade oxidativa pela reducdo da
permeabilidade de oxigénio (BOTREL et al., 2014).

As proteinas possuem um carater anfifilico que oferecem propriedades
fisico-quimicas e funcionais requeridas para encapsular materiais de nucleo
hidrofébico. Além disso, os compostos das proteinas, tais como o caseinato de
sodio, proteina isolada de soja e concentrados de proteina de soro de leite
também garantem boas propriedades de microencapsulagéo por Spray Drying e
eficaz protecdo contra processos oxidativos, sendo excelentes agentes
encapsulantes para 6leos, gorduras e compostos volateis (GHARSALLAOUI et
al., 2007).

2.8.1 Isolado proteico de soro do leite

As proteinas do leite sdo biopolimeros, quimica e estruturalmente
versateis, divididas em dois grupos principais: caseinas e proteinas do soro de
leite. As caseinas, presentes na forma de coloides altamente hidratadas (micelas)
no leite, apresentam grupamentos hidrofébicos e aminoacidos hidrofilicos. As
proteinas do soro de leite, sendo a B — lactoglobulina (B —Lg) a mais abundante,
apresentam elevada capacidade de ligagdo com grupos hidrofobicos e compostos

anfifilicos, tais como aromas, &cidos, gorduras e vitaminas, sendo obtidas a
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partir da producdo de queijos, sofrendo branqueamento e posterior secagem. O
isolado proteico de soro de leite (IPSL) possui inumeras aplicacdes por
apresentar excelente funcionalidade e valor nutricional, em razdo do alto teor de
aminoacidos essenciais de cadeia ramificada (DOHERTY et al., 2012; LIU et
al., 2016; ZHANG; ZHONG, 2012).

O IPSL é caracterizado por proteinas globulares, insollveis em leite no
ponto isoelétrico (aproximadamente, pH 5), mas sollvel em qualquer outro valor
de pH, sendo desnaturadas em altas temperaturas e umidades (JANISZEWSKA-
TURAK et al., 2017). Por ser um polimero natural, o IPSL apresenta vantagens
como: biocompatibilidade, biodegradabilidade, excelentes propriedades
anfifilicas e funcionais, além de boa solubilidade em &agua e capacidade de
formar emulsGes e espumas, sendo considerado um eficaz material encapsulante
(LEE; ROSENBERG, 2000; NESTERENKO et al., 2013).

Nos Ultimos anos, diversos trabalhos vém comprovando a eficiéncia do
isolado proteico do soro de leite em processos de encapsulacdo de compostos
bioativos, 6leos e aromas (BAE; LEE, 2008, BASTOS et al., 2012;
EZHILARASI et al., 2013; HUNDRE; KARTHIK;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015; LIU et al., 2016).

2.8.2 Maltodextrina

A maltodextrina € um polimero, constituida de unidades D — glicose,
ligadas por cadeias o - 1,4, apresentando caracteristicas higroscopicas (FIGURA
7) (BARRETO et al., 2015). E obtida pela hidrélise parcial do amido com acidos
ou enzimas, sendo caracterizada em termos de equivalente de dextrose (DE),
variando de 3 a 19 dependendo do grau da hidrolise (ABBAS et al., 2012).
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Figura 7 - Estrutura quimica da maltodextrina.
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Fonte: (CARNEIRO et al., 2013).

Caracteriza-se por ser uma goma hidrolisada de baixo custo, isenta de
aroma e sabor, possuindo excelente propriedade de barreira a oxigénio,
apresentando boa capacidade de emulsificacio (UEKANE et al., 2016). E o
material mais utilizado em processos de encapsulagdo, por sua alta solubilidade,
baixa viscosidade e teor de acUcar, demonstrando eficacia na preservacdo de
compostos fendlicos, aromas e corantes (HARTWIG et al., 2013).

Visando a eficiéncia do processo de microencapsulacdo por Spray
Drying, com maior protecdo do material ativo, alguns autores tém sugerido a
utilizagdo da maltodextrina combinado com outros encapsulantes, como
proteinas (BOTREL et al., 2014; MAHDAVI et al., 2016) e goma arabica
(SIMON-BROWN et al., 2016).
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2.8.3 Goma arabica

Exsudado natural de algumas variedades da arvore acacia, a goma
arabica caracteriza-se como um polissacarideo complexo, contendo ions de
célcio, magnésio e potassio. A goma arabica é composta por seis carboidratos:
galactose, ramnose, arabinopiranose, arabinofuranose, acido glucurénico e &cido
metilglucorénico, apresentando também uma pequena porcdo proteica na sua
estrutura, conforme apresentado na Figura 8 (PRAKASH; JOSEPH;
MANGINO, 1990).

Figura 8 - Estrutura Quimica da Goma Arabica.

Legenda: * A: arabinosil, @ B-1,3 galactose, (: B-1,6 galactose 6 —ligada, R;:
raminose-acido glucurénico, R,: galctose-1,3-arabinose, Rs: arabinose-1,3-arabinose-
1,3-arabinose.

Fonte: (BARRETO et al., 2015).

E um material inodoro, incolor, insipido, ndo afetando odor, coloragéo
ou sabor do sistema ao qual é adicionado. Apresenta alta solubilidade em &gua,
podendo ser dissolvida em agua fria e quente em concentragBes superiores a
50% (m/v) (KANDANSAMY; SOMASUNDARAM, 2012).
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A goma arabica tem sido usada por varios anos pela indUstria de
alimentos para encapsular substancias lipossoliveis, dleos essenciais, vitaminas,
aromas e corantes, aumentando a funcionalidade. No processo de
microencapsulacdo, a goma ardbica tem grande utilizacdo por apresentar baixa
viscosidade em solucdo, boa retencdo de compostos volateis e favorecer a
estabilidade das emuls6es. Alguns estudos conferem a goma arabica uma boa
protecdo as microcapsulas quanto ao efeito da luz e da temperatura, mas ndo ao
efeito do oxigénio (PAULO; ASSIS; SANTOS, 2009).

2.8.4 Inulina

Fruto-oligossacarideo obtido, a partir de raizes da chicéria (Cichumium
intybus), dahlia (Dahlia pinuata) e alcachofra de Jerusalém (Helianthus
tuberosus), a inulina é composta por unidades de frutose com ligacBes B (2-1)
com glicose no final da cadeia. Classificada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como fibra dietética, a inulina apresenta
propriedades funcionais comprovadas, como o0 aumento da biodisponibilidade de
calcio. Além disso, é um composto hidrolisado em pequenas quantidades no
estdbmago e intestino grosso, ndo resultando em aumento do indice glicémico,
sendo potencial ingrediente para alimentos ao publico diabético (BAKOWSKA-
BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011; ROBERFROID, 2005).

A inulina apresenta elevada solubilidade em solugdes aquosas, por sua
conformacdo molecular, podendo formar géis em concentragdes superiores a
25%, quando apresenta cadeia curta e, a partir de 13%, para cadeias mais longas,
submetidas a arrefecimento ou cisalhamento. Variaveis como pH, peso
molecular, concentracéo e tipo de solvente podem afetar as caracteristicas do gel

final. A inulina apresenta a capacidade de aumentar a estabilidade das espumas e
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emulsdes, podendo ser uma opgéo aos carboidratos, como material encapsulante

em processos de microencapsulagéo por Spray Drying (PETROVSKY, 2010).

Figura 9 - Estrutura quimica da inulina.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material e local de execucdo

Para a realizacdo do experimento, foi utilizado residuo da producéo de
café expresso, proveniente da Cafeteria Escola da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) — CAFESAL, preparado com café arabica cultivado nesta
universidade, cujo extrato foi utilizado como material a ser encapsulado.

Os materiais encapsulantes selecionados foram maltodextrina (DE 12 -
20, Cassava, Rio Grande do Sul, Brasil), goma arabica (Colloides Naturels
Brasil, Sdo Paulo, Brasil), inulina (Frutafit ®, Sensus, Roosendaal, Holanda) e
isolado proteico de soro de leite (Hilmar ™ Whey Protein Isolate 9000, CA,
Estados Unidos).

As instalacBes utilizadas, para a realizacdo das andlises, foram o0s
Laboratérios de Analise de Alimentos do Departamento de Ciéncia dos
Alimentos da Universidade Federal de Lavras (DCA — UFLA), Planta Piloto de
Processamento de Produtos Vegetais — DCA UFLA, Laboratério de Embalagens
e Secagem — DCA UFLA, Laboratério de Cromatografia Liquida (CAPQ —
UFLA) e Laboratério de Microscopia Eletronica e Andlise Ultraestrutural
(LME) da UFLA.

3.2 Producao do extrato da borra de café expresso

Inicialmente, o residuo do café expresso obtido foi seco em estufa a
vacuo com temperatura de 65°C até peso constante, para retirada da sua umidade
(MUSSATTO et al., 2011a). Posteriormente, foi armazenado em embalagens de
polietileno com protegéo da luz, sob temperatura de, aproximadamente, 8°C, de

forma minimizar a perda de compostos fendlicos por oxidacao.
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O processo de extracdo realizado foi do tipo extragdo solido-liquido,
segundo metodologias de Al-Dhabi, Ponmurugan e Jeganathan (2017) e Panusa
et al. (2013) com adaptacBes. 50 g de residuo seco e 500 mL de solvente, dgua
destilada foram transferidos para um recipiente e agitados por ultrassom
(Ultrason Digital Sonifier, Model 450, Branson Ultrasonic Corporation), por 40
minutos a uma energia ultrassénica de, aproximadamente, 960 J.mL™ O extrato,
entdo, foi filtrado com papel filtro quantitativo 1-2 um com auxilio de uma
bomba a vacuo.

Apbs o processo extrativo, o extrato obtido foi armazenado em
recipiente ambar, vedado, devidamente identificado, sob temperatura de,

aproximadamente, 8°C até a submissdo as analises e demais processos.

3.3 Formacéo da solucéo a ser encapsulada

Inicialmente, 450 ml de extrato aquoso foram previamente preparados,
obedecendo a metodologia acima descrita, para cada secagem realizada.

Os materiais encapsulantes selecionados, maltodextrina, goma arabica,
inulina e isolado proteico de soro de leite foram previamente hidratados, no
proprio extrato aquoso, durante, aproximadamente, 12 horas sob baixas
temperaturas. As solucbes foram homogeneizadas com auxilio de
homogeneizador Ultra-Turrax (Ultra-Turrax IKA T18 basic, Wilmington, EUA)
em uma velocidade de 2500 rpm, durante 10 min. A porcentagem de solidos
(material de parede) utilizada foi fixada em 20% (m/v), com base em trabalhos
encontrados na literatura (BHUSARI; MUZAFFAR; KUMAR, 2014; RAJABI
et al, 2015, RATANASIRIWAT, WORAWATTANAMATEEKUL;
KLAYPRADIT, 2013).
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3.4 Secagem por Spray Drying

As solugbes produzidas foram bombeadas para o secador por
atomizacdo (modelo MSD 1.0; Labmaq do Brasil, Rio Preto, Brasil) equipado
com bico atomizador de duplo fluido. As varidveis de processo aplicadas foram:
temperatura do ar de entrada de 160 + 1 °C e temperatura de ar de saida de 90 +
6 °C, a uma vazdo de fluxo de alimentacdo de 0,7 L.h™; definidas com base em
testes preliminares (dados ndo apresentados).

Uma vez coletados, por¢des de quase 1 g de p6 foram armazenados em
embalagens de polietileno, com protecdo da luz, estocados em incubadoras do
tipo B.O.D. em duas temperaturas diferentes (25°C e 35°C), por 42 dias. A
temperatura de 25°C foi selecionada por representar a temperatura ambiente € a
de 35°C por ser a temperatura recomendada para estudos de aceleragdo de vida
de prateleira de alimentos (MOSER et al., 2017).

3.5 Delineamento experimental

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticfes, de forma avaliar a influéncia do tipo de
material de parede utilizado na encapsulacdo nas variaveis estudadas (TABELA
2). Para alguns casos, avaliou-se, também, o a estabilidade dos compostos ao
longo do tempo de estocagem a 25 °C e 35 °C. Diferentes matrizes
encapsulantes foram utilizadas, sendo 100% isolados proteicos de soro de leite e
trés misturas de isolado proteico com diferentes carboidratos, em uma razdo 1:1

(m/m).
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Tabela 2 - Planejamento experimental para obtencdo das microparticulas.

Tratamento Material de Parede Concentracéo (*)
1 IPSL 20,0
2 IPSL + Maltodextrina (1:1) 20,0
3 IPSL + Goma Arabica (1:1) 20,0
4 IPSL + Inulina (1:1) 20,0

Fonte: Dados da autor (2018).
IPSL.: Isolado Proteico de Soro do Leite.
*g.100 * g de solugéo

3.6 Eficiéncia de encapsulagéo

A eficiéncia de microencapsulacdo foi definida como a razdo da
guantidade de material encapsulado nas microparticulas finais secas e seu valor
original na solucdo inicial (ZILBERBOIM; KOPELMAN; TALMON, 1986).
Para essa avaliacdo, foi considerado o teor de &cido clorogénico (acido 5-
cafeoiquinico (5-ACQ)), no extrato original e, na particula final obtida, para
cada tratamento, que foi mensurado por analise de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE).

3.7 Determinacao do teor de acido clorogénico (5 — ACQ) e cafeina

Para a quantificacdo do teor de acido clorogénico (acido 5-
cafeoilquinico) e o teor de cafeina, tanto no extrato de café quanto nas
microparticulas foi realizada analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando cromatografo de marca Schimadzu com coluna em fase
reversa C-18.0 sistema foi constituido de um detector espectrofotométrico UV/
visivel Shimadzu® (modelo SPD-10A) conectado por uma interface (CBM-101)

a um microcomputador para processamento de dados.
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As condi¢des de andlise utilizadas foram fluxo de 1mL/min; fase movel:
metanol, 4gua e 4&cido acético (70:28:2 % v/v); temperatura ambiente;
comprimento de onda 280 nm. A concentra¢do dos compostos foi determinada
pela relacdo entre as areas dos picos do composto presente nas amostras e do
respectivo padrao de concentracdes conhecidas de acido clorogénico (y=1.10" x
—4684,4; R2=0,9914) e cafeina (y= 6. 10° x + 5276; R2= 0,9903).

3.8 Analises espectrofotométricas

Para as analises espectrofotométricas, 0,07 g de microparticulas foram
diluidas completamente em 25 mL de agua destilada a 25°C e agitadas com o
auxilio de um agitador do tipo Vortex. O extrato foi diluido em &gua destilada e
etanol, em diferentes proporc¢des, conforme a metodologia de cada analise. As
leituras foram realizadas em um espectrofotdmetro (Espectrofotdmetro
Shimadzu, UV-1601, Japdo).

Com o proposito de avaliar a sua estabilidade, as amostras foram
analisadas nos dias de armazenamento: 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42 dias, quanto ao
seu teor de compostos fendlicos totais e a sua atividade antioxidante pelos
métodos de DPPH, FRAP e ABTS. O teor de melanoidinas foi somente

analisados no dia inicial (dia 0) e no dia final (dia 42).

3.8.1 Teor de compostos fenolicos totais

O teor de fendlicos totais das microparticulas produzidas foi
determinado conforme metodologia descrita por Babbar et al. (2011). Uma
aliguota de 200 pL de amostra foi transferida em triplicata, para tubos
identificados, contendo 200 uL de reagente Folin-Ciocalteu. Preparou-se uma

solucéo saturada de carbonato de célcio (10 % m/v) e, entdo, 200 pL desta foram
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adicionadas aos tubos, juntamente com 2 mL de agua destilada; os tubos foram
incubados no escuro, & temperatura ambiente, durante 60 minutos. A leitura da
absorbéncia foi realizada com comprimento de onda de 765 nm, utilizando agua
destilada como branco. O teor de compostos fendlicos totais das amostras
derivou-se de uma curva padrdao de acido galico (concentracBes de 0 — 80
pg/mL) (y = 0,0182 x — 0,071; R? = 0,987) e o resultado final foi expresso em

miligrama de acido gélico (GA) por grama de amostra em base seca.

3.8.2 Atividade Sequestrante de Radicais Livres — DPPH

A atividade sequestrante de radicais livres pelo método de DPPH foi
determinada segundo Mensor et al. (2001). Uma aliquota de 2,5 mL de amostra
foi depositada em tubos devidamente identificados. 1 mL de solugéo etandlica
de DPPH (0,3 mM) foi adicionado aos tubos, seguido de agitacdo e armazenados
no escuro, a temperatura ambiente, durante 30 minutos.

Posteriormente, foi realizada a leitura da absorbancia (Abs) a 518 nm e

os valores convertidos em atividade antioxidante (% AA) segundo a Equagéo 1.

AA % :100 - {[ (AbS amostra ~ AbS branco)]*loo/Abs controle } ( 1 )

Uma aliquota de 2,5 mL de amostra adicionada de 1,0 mL de etanol foi
utilizada como branco. O controle negativo foi constituido de solucéo etanolica
de DPPH (1,0 mL; 0,3 mM) acrescido de etanol (2,5 mL).
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3.8.3 Atividade antioxidante total - ABTS+

A atividade antioxidante total pelo radical ABTS" foi determinada
segundo metodologia adaptada de Babbar et al. (2011). Inicialmente, preparou-
se uma solucdo aquosa de ABTS (7 mmol . L™) e uma solucdo aquosa de
persulfato de potéssio (2,45 mmol . L™). As duas solucdes foram misturadas na
mesma propor¢do, armazenadas em frasco ambar, por 16 horas a temperatura
ambiente, originando a solucdo ABTS". Para realizagdo das analises, a solucéo
de ABTS" foi diluida em etanol até leitura de, aproximadamente, 0,700 a 734
nm.

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante, 100 uL de amostra, em
triplicata, foram adicionadas a tubos devidamente identificados, juntamente de
1,9 mL de solugdo ABTS+. As amostras foram agitadas e incubadas no escuro,
por 10 minutos, a temperatura ambiente, sendo realizada a leitura,
posteriormente, a 734 nm, considerando o etanol como branco.

As leituras encontradas foram correlacionadas com uma curva padréo de
Trolox (100 — 2000 uM) (y = - 0,0005 x + 0,6658; Rz = 0,987) e o resultado

final expresso em pM de Trolox por grama de amostra em base seca.

3.8.4 Atividade antioxidante total por reducdo de ferro — FRAP

O poder de reducdo de ferro foi avaliado de acordo com Rufino et al.
(2006) com adaptacdes. A preparacdo do reagente FRAP consistiu em: 2,5 mL
de solugdo 10mM TPTZ em HCI 40mM adicionados a 2,5 mL de solucéo de
cloreto férrico 20 mM e 25 mL de tampdo acetato 0.3 mM pH 3,6.

Para a avaliacdo da capacidade antioxidante, 2,7 mL do reagente FRAP
preparado, foram misturados com 270 pL de &gua destilada e 90 pL da amostra

ou padréo. As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos e a leitura
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realizada a 595 nm. Os resultados obtidos foram comparados com uma curva
padréo de sulfato ferroso (500 - 2000 uM) (y = 0,0003 x — 0,0275; R2 = 0,975), e
o resultado final expresso em uM de sulfato ferroso por grama de amostra em

base seca.

3.8.5 Teor de melanoidinas (Compostos Escuros)

A determinagdo do teor de compostos escuros foi realizada, segundo
metodologia de Huang et al. (2016), com algumas modificacGes. As amostras
foram diluidas em agua destilada e agitadas por Vortex e tiveram sua
absorbancia determinada a 420 nm. O aumento da absorbancia representa um
indicativo de maior concentracdo de melanoidinas e compostos escuros. Os
resultados serdo as médias das leituras obtidas para cada amostra, em triplicata,

seguida do desvio padréo.

3.9 Caracterizacao das microparticulas

As diferentes microparticulas obtidas foram caracterizadas quanto a sua
microestrutura (morfologia) e distribuicdo de tamanho, conforme metodologias

descritas abaixo.

3.9.1 Microestrutura

A morfologia da microparticula produzida foi avaliada por microscopia
eletrénica de varredura (MEV). O po6 foi aderido a uma fita adesiva dupla face,
pregada em um stub de 1cm de didmetro e altura de 1cm, sendo posteriormente
revestido com ouro em vacuo e examinado com um microscopio eletrénico de

varredura MEV LEO 40 XVP, equipado com sistemas de microanalises de raios-
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X (Quantax EDS e Software Espirit). As condi¢Ges de operagdo foram 20 kV
com ampliacéo de 600-2000x.

3.9.2 Distribuicdo do tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho de particulas foi medida, usando-se
instrumento de espalhamento de luz laser (Mastersizer 2000, modelo Hydro
2000 UM, Malvern Instruments, Worcestshire, UK). Uma amostra de p6 foi
suspensa em &lcool isopropilico (indice de refracdo 1,39) sob agitacdo, e a
distribuicdo do tamanho de particulas foi monitorada, durante cada medida, até
que elas fossem constantes (JINAPONG; SUPHANTHARIKA; JAMNONG,
2008).

3.10 Isotermas de adsor¢ao de umidade

As isotermas de adsorcdao foram determinadas por método gravimétrico
estatico, usando-se solucGes salinas saturadas a 25 °C. Seis solucfes salinas
saturadas (NaCl, K,COs;, M(Cl,, LiCl, Mg(NQO3), e KCI) foram preparadas de
forma que a atividade de &gua variasse de 0,112 a 0,843.

0,2 g de microparticulas foram pesadas e dispostas em placas
devidamente identificadas, ficando expostas a diferentes atividades de agua em
potes herméticos, a 25°C, em incubadoras do tipo B.O.D. com controle de
temperatura. Apés 15 dias, as amostras foram retiradas e pesadas novamente.
Para evitar crescimento microbiano nas amostras sob maiores atividades de
agua, pequenos béqueres de vidro contendo 1,5 mL de tolueno foram colocados
no fundo dos potes herméticos (MCLAUGHLIN; MAGEE, 1998).
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Os dados das isotermas foram correlacionados com a atividade de agua
por meio da aplicagdo dos modelos matematicos de GAB, Halsey, Smith, Oswin
e BET (TABELA 3).

Tabela 3 - Modelos para ajuste de isotermas de adsorcéo.

MODELOS EQUAQ()ES
GAB X - Xm.C.K.a,
“ (1K . ay)(1-K . a,+C . K .a )
Smith X=a+b.log(l-ay)
a. b
Oswin Xe=a [ ——
SRS
Xn.C.a,
BET X

O [(Tra)+(C-1) (I-ay)ay]

Fonte: Fernandes et al. (2013) e Mclaughlin e Magee e (1998).

Sendo: X4 teor de umidade no equilibrio (9.9™ de material seco); Xp: teor de umidade
da monocamada (g.g" de material seco); C, K: constantes do modelo relacionadas a
monocamada e as propriedades da monocamada; a,,: atividade de agua; a,b: parametros
do modelo.

3.11 Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA), realizada com o software estatistico SISVAR desenvolvido por
Ferreira (2011). As diferengas entre os valores médios obtidos foram
examinadas, por meio de teste de médias de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade (p<0,05).

Para a analise dos dados referentes as isotermas de adsor¢do de umidade,
0s parametros das equacdes foram estimados, correlacionando-se os modelos
matematicos aos dados experimentais, com o0 uso da regressdo ndo linear pelo
método Quase-Newton ao nivel de 5% de significancia. A escolha do modelo

mais adequado foi baseada no maior coeficiente de determinagdo (R?) e no
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menor valor do desvio médio relativo (E%) pela Equacdo 2, em que m; € o valor

experimental, m, € o valor previsto e N € o tamanho da amostra.

100 i-m,
E=0 g, b @

m;
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagdo do extrato

A avaliacdo da atividade antioxidante e do teor de compostos fendlicos e
ndo fenolicos, presentes na bebida do café por diferentes preparos, incluindo o
expresso, ja foi realizada por diversos autores. Wolska et al. (2017) encontraram
valores de atividade sequestrante de radicais livres pelo método de DPPH de,
aproximadamente, 81% para a bebida do café expresso. Teores de acido
clorogénico (5 — ACQ) entre 6 e 17 mg 5-ACQ/g de café torrado foram
encontrados em outro trabalho (HECIMOVIC et al., 2011). Quando 0 mesmo
composto foi mensurado na bebida do café expresso, valores entre 0,97-1,47 mg
5-ACQ/ g foram obtidos (ANDUEZA et al., 2007).

A cafeina é o principal alcaloide encontrado nos gréos de café. No gréo
cru do café, valores desse composto podem variar entre 0,8 — 1,4% (m / m), para
a variedade Arébica, enquanto, para o café Robusta, tais valores podem oscilar
entre 1,7 — 4,0 % (m / m). Para a bebida do café expresso, a cafeina apresenta
um coeficiente de extratibilidade de até 85%, representando valores de até 2250
mg / 100 g base seca da bebida (CRUZ et al., 2012).

O teor de compostos fendlicos totais, cafeina e acido clorogénico (5-
ACQ), bem como os valores da atividade antioxidante por diferentes métodos do
extrato aquoso da borra de café expresso obtidos, estdo apresentados na Tabela
4.
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Tabela 4 - Teor de fendlicos totais, &cido clorogénico (5-ACQ) e atividade
antioxidante do extrato aquoso da borra de café expresso.

Pardmetros avaliados Valores

Fendlicos Totais (mg GAE/g base seca) 7,57 £0,52

Acido Clorogénico (5-ACQ) (mg 5-ACQ/g base seca) 3,71+0,40

Cafeina (mg/ g base seca) 6,12 + 0,83

DPPH (%) 83,99 + 2,38
FRAP (UM Fe(1l)/g base seca) 456,83 £12,41
ABTS (UM Trolox/g base seca) 140,38 £ 0,33
Melanoidinas (Abs 420 nm) 0,503 + 0,004

Fonte: Dados da autora (2018).
Resultados expressos como o valor + desvio padréo, n=3.

Dentre os métodos de atividade antioxidante utilizados estdo os que
mensuram a inibicdo de radicais livres por componentes da amostra,
empregando  dois radicais de referéncia, &cido 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina)-6-sulfonico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH).
O resultado de ABTS encontrado foi de 140,38 UM Trolox/g base seca e o de
DPPH sugere uma atividade de sequestrar radical livre de 83,99%. Ambos 0s
valores corroboram os estudos de Bravo et al. (2013a) e Ramalakshmi et al.
(2009), respectivamente. Considerando-se a bebida do café expresso, em
condicBes semelhantes, observa-se que os resultados do extrato da borra estdo
similares (WOLSKA et al., 2017) ou até superiores (ALVES et al., 2010b),
indicando que compostos antioxidantes e bioativos permanecem em
concentragdes significativas, no residuo da produgdo da bebida, sendo de
possivel extragao.

O extrato obtido apresentou um valor de cafeina de 6,12 £ 0,83 mg / g
base seca. Quando analisado o extrato da borra de café expresso, valores

similares foram encontrados por Bravo et al. (2012). Os autores obtiveram



57

extratos com concentragdes de cafeina variando de 3,59 a 8,09 mg /g de borra de
café seca. Considerando que a cafeina é extraida de forma significativa na
bebida do café expresso, o resultado obtido demonstra que quantidades residuais
de tal composto podem ser extraidas, a partir da borra, passivel de futura
aplicabilidade. A cafeina pode ser um importante contribuinte, para a capacidade
antioxidante dos produtos do café, apresentando comprovada capacidade de
reducdo de radicais livres (CAPRIOLI et al., 2015; LUDWIG et al., 2012).

O teor de compostos fendlicos totais do extrato obtido foi de 7,57 mg
GAE/g base seca. Resultado similar foi obtido por Panusa et al. (2013) (7,43 £
0,15 mg GAE / g) e Ramalakshmi et al. (2009) (6,32 mg GAE / g), que
avaliaram o processo extrativo de compostos fendlicos na borra de café
expresso. Segundo os autores, as varidveis do processo extrativo, como tipo de
solvente, temperatura e método de extracdo, podem influenciar na obtencdo de
tais compostos, além da variedade de café utilizada no preparo da bebida.

Dentre os é&cidos clorogénicos, o componente dominante é o &cido
cafeoilquinico (5-ACQ), sendo considerado um dos mais importantes compostos
fendlicos presentes no café, apresentando comprovada atividade antioxidante e
biofuncionalidade (BALLESTEROS et al., 2017; GONCALVES et al., 2017). A
sua extracdo, na bebida do café, € influenciada pela variedade do café, ponto de
torra, moagem do grao torrado, a proporcao de café e agua, 0 método de preparo,
temperatura da dgua e do tempo de preparo da bebida; fatores que também véo
influenciar a quantidade residual na borra (FARAH; DONANGELO, 2006). No
extrato da borra de café analisado no trabalho, a concentracdo do composto
guantificada foi de 3,71 mg 5-ACQ/g base seca. O resultado obtido é superior ao
encontrado no trabalho de Mussatto et al. (2011a); ao utilizarem agua como
solvente no processo extrativo, obtiveram extratos com 0,58 mg 5-ACQ/g base
seca e similares a valores encontrados na literatura (ANDUEZA et al., 2007,
BRAVO et al.,, 2012; RAMALAKSHMI et al., 2009), enaltecendo o fato de que
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a borra do café expresso pode ser uma relevante fonte de compostos fendlicos
bioativos.

4.2 Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV)

As microparticulas preparadas com os diferentes materiais encapsulantes
foram analisados por microscopia eletronica de varredura de forma a avaliar e
determinar as suas caracteristicas superficiais. As micrografias estdo
apresentadas na Figura 10.

E possivel observar microparticulas com formato esférico, superficie
enrugada e tamanho irregular, para todos os tratamentos analisados. Notou-se,
também, a auséncia de rachaduras na superficie das particulas produzidas, o que
pode assegurar maior protecdo aos compostos encapsulados, possibilitando um
aumento da sua estabilidade. As microparticulas produzidas com a combinagéo
de IPSL e inulina como material encapsulante apresentaram maior variacdo na
rugosidade da superficie das particulas. O aumento na rugosidade das
microparticulas pode diminuir a sua adesdo de contato e com a cadmara de
secagem do spray dryer. Tal caracteristica também pode afetar negativamente a
fluidez das microparticulas (CHOI et al., 2010; EDRIS et al., 2016; PANG;
YUSOFF; GIMBUN, 2014).
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Micrografias eletronicas de varredura obtidas para as
microparticulas de extrato bioativo de borra de café expresso
encapsulado com diferentes materiais encapsulantes (a) IPSL,
ampliacdo 600x (b) IPSL, ampliagho 2000x  (c)
IPSL/Maltodextrina, ampliagdo 600x (d) IPSL/Maltodextrina,
ampliacdo 2000x (e) IPSL/Goma Arabica, ampliacdo 600x (f)
IPSL/Goma Arébica, ampliacdo 2000x (g) IPSL/Inulina, ampliacdo
600x (h) IPSL/Inulina, ampliacdo 2000x.
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A utilizacdo do método de Spray Drying para a secagem, comumente,
resulta na produgdo de microparticulas ocas, de formato esférico e com grande
enrugamento. A auséncia de nlcleo esta diretamente relacionada ao mecanismo
de expansdo das particulas durante os estagios finais da secagem (BOTREL et
al., 2014). A formacdo da superficie enrugada é em razdo do “empacotamento”
da particula, nos estagios inicias do processo de secagem (WANG; JIANG,;
ZHOU, 2013).

A utilizacdo de IPSL também apresenta influéncia na superficie rugosa
das microparticulas, por sua alta atividade superficial. Durante a secagem, as
proteinas formam uma camada fina na superficie da particula, tendo suas
moléculas unidas por interagcbes hidrofobicas, apresentando, assim, baixa
mobilidade lateral. A medida que a 4gua evapora, essa camada proteica torna-se
mais estdvel pela elasticidade das proteinas presentes. O aumento da
flexibilidade contribuida pelo IPSL pode reduzir o encolhimento da particula,
durante a secagem, sem que ocorra quebra ou rachaduras na superficie (WANG;
JIANG; ZHOU, 2013).

4.3 Distribuicao de tamanho das particulas

A distribuicdo do tamanho de particulas auxilia no entendimento do
comportamento das microparticulas, relacionando com o seu material de parede,
além de inferir sobre as caracteristicas de manuseio e fluidez, bem como a
estabilidade e a liberacdo controlada do contetdo. Além disso, a textura e as
propriedades sensoriais do produto final sdo influenciadas pelo tamanho da
particula (AGUIAR et al., 2017).

A Figura 11 ilustra as curvas de distribuicdo de tamanho de particulas
obtidas para todos os tratamentos. O didmetro médio das particulas foi expresso

como D[4,3] (didametro de Brouckere), como demonstrado na Tabela 5, assim
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como os valores designados d (o1, dps € dpg, que indicam os diametros
atingidos, respectivamente, em 10%, 50% e 90% do volume do grupo de
particulas. O tamanho de particula foi significativamente afetado pela adi¢do de
diferentes materiais ao IPSL, apresentando maiores valores para a utilizacdo da

goma arabica e maltodextrina.

Figura 11 - Distribuicdo de tamanho em volume (%) das microparticulas
produzidas com diferentes materiais de parede. IPSL: isolado
proteico de soro do leite; IPSL/M: isolado proteico de soro do
leite/maltodextrina; IPSL/GA: isolado proteico de soro do
leite/goma ardbica; IPSL/IN: isolado proteico de soro do

leite/inulina.
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Fonte: Dados da autora (2018).

O aumento do valor médio de tamanho da microparticula com a
substituicdo de IPSL por maltodextrina e goma arabica foi observado em outros
trabalhos (CHOI et al., 2010; WANG; JIANG; ZHOU, 2013). Pang, Yusoff e
Gimbun (2014) e Tonon, Brabet e Hubinger (2010) relatam que o aumento da
concentracdo desses compostos na solucdo de alimentacdo resulta em um

aumento da viscosidade liquida da solucdo, gerando-se, assim, goticulas maiores
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pulverizadas na camara de secagem, durante o processo de Spray Drying,
resultando em microparticulas com maior tamanho médio.

O tamanho médio das microparticulas apresenta grande influéncia nas
suas caracteristicas fisicas. Microparticulas com maior tamanho meéedio,
geralmente, apresentam menor densidade aparente, em virtude da presenca de
maior porosidade, podendo apresentar maior teor de umidade (SHISHIR;
CHEN, 2017).

O espalhamento das particulas (span) estd diretamente relacionado a
homogeneidade da distribuicdo de tamanho das particulas, visto que valores
mais baixos indicam uma distribuicdo mais homogénea, o0 que é bastante
desejavel (KUCK; NORENA, 2016). Os valores de span observados foram
inferiores a 2, para todos os tratamentos, indicando boa homogeneidade na
distribuicdo de particulas.



Tabela 5 - Média e desvio padrdo para diametro médio volumétrico.

Tratamento d 1) (LM) d (05 (MM) d (0 (HmM) Span D [4;3] (um)
IPSL 5,22 +0,04° 15,60 + 0,07 ¢ 29,86 + 0,40 © 1,58 +0,02° 16,78 + 0,22 ¢
IPSL /M 4,56 + 0,03 ¢ 15,96 + 0,09 ° 31,76 £ 0,37° 1,71+0,01° 17,36 + 0,18 "
IPSL / GA 5,60 + 0,20 ® 18,32 + 0,08 2 33,72+0,31° 1,53 +0,03° 19,12 + 0,08 2
IPSL/IN 487+0,11°¢ 15,94 + 0,11 ° 29,28 +1,29 ¢ 1,53+0,07° 16,62 + 0,41 ¢

Fonte: Dados da autora (2018)
Resultados expressos como o valor

desvio padrdo, n=5. Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente entre si (p<0.05) pelo teste de Tukey. IPSL.: isolado proteico de soro do leite; IPSL/M: isolado proteico de soro do

leite/maltodextrina; IPSL/GA: isolado proteico de soro do leite/goma arabica; IPSL/IN: isolado proteico de soro do leite/inulina.

€9



64

4.4 Quantificacdo de 5-ACQ nas microparticulas e eficiéncia de

encapsulacéo

Por ser um composto bioativo de grande importancia e com relevante
atividade antioxidante, o acido clorogénico (5-ACQ) foi quantificado, nas
diferentes microparticulas produzidas, sendo utilizado no célculo da eficiéncia

de encapsulacdo. Os resultados estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 - Teor de 5-ACQ para as microparticulas obtido por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

5-ACQ
Tratamentos (mg 5-ACQ/g base seca)
IPSL 1,5675 +0,2901
IPSL /M 1,5434 +0,0362
IPSL/GA 1,3904 + 0,0874
IPSL/IN 1,5323 + 0,2920

Fonte: Dados da autora (2018)
Resultados expressos como o valor + desvio padrdo, n=2.

Conforme apresentado na Tabela 6, é possivel observar que o material
encapsulante ndo influenciou na retengdo de &cido 5-cafeioquinico, ndo
apresentando diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Porém os
valores obtidos para as microparticulas sdo inferiores ao encontrado, para o
extrato original (3,71 mg 5-ACQ / g base seca), sugerindo que o0 processo de
Spray Drying pode ser responsavel pela degradacdo de parte deste importante
composto fendlico.

Entretanto a diminuicdo da concentracdo de acidos clorogénicos por
processos térmicos pode acarretar em um aumento da atividade antioxidante da

amostra. Diversos trabalhos vém sugerindo que compostos derivados das
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reacbes podem ser altamente efetivos em reacBes com radicais livres. Além
disso, a ocorréncia da reacdo de Maillard, especificadamente no café processado
termicamente, € atribuida a interagdes ndo covalentes entre isdmeros de acidos
clorogénicos e melanoidinas, resultando em complexos com diferentes graus de
atividade antioxidante, além da geracdo simultanea de produtos de coloracdo
com também atividade antioxidante (LIANG et al., 2016).

A Figura 12 apresenta o percentual de &cido clorogénico (5-ACQ) retido
nas microparticulas, quando comparado com o valor do extrato inicial. A
eficiéncia de encapsulacéo variou de 40,59 a 42,25% entre os tratamentos, ndo

demonstrando diferenca significativa (p<0,05) entre eles.

Figura 12 - Eficiéncia de encapsulacdo de acido clorogénico (5-ACQ) das
microparticulas em relacdo ao valor do extrato inicial.

Eficiéncia de Encapsulacdo (%)

T b T T T N 1
IPSL IPSL/M IPSL / GA IPSL/IN
Fonte: Dados da autora (2018).

A eficiéncia de encapsulacdo é um importante indicador para o processo

de microencapsulacédo e o seu produto final e refere-se & capacidade do material
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de parede proteger os compostos encapsulados. Um processo de encapsulacdo
bem sucedido baseia-se em alta retencdo do composto e em minimas
quantidades na superficie das particulas (MAHDAVI et al., 2016). O material
encapsulante e suas propriedades, bem como os pardmetros de secagem, sdo 0S
fatores que podem afetar os valores da eficiéncia (JAFARI; SABAHI; RAHAIE,
2016).

Diversos trabalhos ja reportaram valores entre 40 — 60% de eficiéncia de
encapsulagdo de microparticulas contendo compostos fendlicos com diferentes
materiais encapsulantes (DELADINO et al., 2008; ERSUS; YURDAGEL, 2007;
PASRIJA et al., 2015; ROBERT et al., 2010). Ao encapsularem extrato fenolico
do cha verde via Spray Drying, Pasrija et al. (2015) obtiveram menores valores
de retencdo de compostos fenolicos para microparticulas obtidas pela
combinagdo de maltodextrina com p-ciclodextrina. Segundo 0s autores, a
elevada temperatura de entrada e saida do equipamento podem induzir a
deterioracdo de polifendis, resultando em baixa eficiéncia.

Segundo Farah e Donangelo (2006) sob temperaturas mais elevadas, o
5-ACQ pode ser parcialmente hidrolisado em monoesteres e acido cafeico, que
podem ser novamente hidrolisados, descarboxilados e degradados em uma gama

de compostos fendlicos simples e volateis.

4.5 Teor de cafeina nas microparticulas

A Tabela 7 apresenta os teores de cafeina obtidos por cromatografia para

as quatro diferentes formulac@es de microparticulas obtidas.
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Tabela 7 - Teor de cafeina para as microparticulas obtido por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Cafeina
Tratamentos
(mg / g base seca)
IPSL 2,5445 +0,0793 ®
IPSL/M 2,8354 +0,0775 2
IPSL/GA 2,5518 +0,1618 ®
IPSL/IN 2,4704 +0,1478 ®

Fonte: Dados da autora (2018).
Resultados expressos como o valor + desvio padrdo, n=2. Médias seguidas por letras
diferentes diferem significativamente entre si (p<0.05) pelo teste de Tukey.

De maneira geral, ndo foi observada influéncia do material encapsulante,
na retencdo de cafeina pelas microparticulas, ndo apresentando diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos. Além disso, os teores de cafeina
encontrados, para as diferentes microparticulas, foram inferiores ao obtido para
0 extrato de borra de café expresso original (6,1247 + 0,8314 mg / g base seca),
indicando que os materiais utilizados ndo protegeram de forma efetiva esse
composto.

O método de formacdo de microparticulas, também, pode ter
influenciado o seu teor de cafeina para os tratamentos. Bagheri et al. (2014)
avaliaram a retencdo da cafeina por dois diferentes métodos de encapsulacao,
concluindo que a eficiéncia de encapsulacdo das particulas reduziu ao passarem
pelo processo de Spray Drying. Segundo os autores, a rapida secagem do
solvente, juntamente com a baixa afinidade do composto de nucleo com o
material encapsulante, interferem crucialmente na retencdo de tal composto.

A retencdo de cafeina pelo método de Spray Drying também foi avaliada
por Belséak-Cvitanovié et al. (2015). Os autores utilizaram biopolimeros para a
encapsulacéo da cafeina extraida do cha verde (Camellia sinensis L.). Quando

utilizado isolado proteico de soro do leite como material de parede, o teor de
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cafeina obtido foi de 1,59 + 0,01 mg / g base seca, valor de retencdo inferior a
outros polimeros, como amido modificado (4,37 + 0,07 mg / g base seca) e

goma xantana ( 3,96 + 0,28 mg/ g base seca).

4.6 Teor de compostos fenolicos totais

Os valores encontrados, para teor de compostos fendlicos nos diferentes
tratamentos, imediatamente ap6s o0 processo de Spray Drying e durante 42 dias
de armazenamento, quando submetidos a duas diferentes temperaturas de

estocagem, estdo apresentados na Figura 13.
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Figura 13 - Efeito do tempo de armazenamento no teor de compostos fendlicos
totais nas microparticulas armazenadas (a) 25°C (b) 35°C.
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Nota-se que, quando considerado o valor de compostos fendlicos nas
microparticulas, imediatamente apds a secagem, a eficiéncia de encapsulacdo
para ambos os tratamentos foi superior a 100%, demonstrando que o material
encapsulante e o processo de secagem por Spray Drying ndo interferiram
negativamente na retencdo de compostos fendélicos, sugerindo que 0os compostos
fenolicos presentes na amostra sdo estaveis a temperatura do ar de entrada do
equipamento, definida em 160°C. Além disso, a elevada retencdo inicial de
fendlicos pode indicar que os compostos polifendlicos, presentes nas amostras,
sdo altamente reativos com o reagente Folin-Ciocalteu.

O método de Folin-Ciocalteu é convencionalmente utilizado para a
quantificagdo dos compostos polifendlicos totais em alimentos. O reagente tem,
em sua constituicdo, a mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no
qual o molibdénio e o tungsténio apresentam-se em um estagio de oxidacdo
avancado, de forma que, na presenca de substancias redutoras, como 0s
compostos fendlicos, ocorre a formacdo dos compostos molibdénio azul e
tungsténio azul. A alteracdo da coloracdo permite, assim, a determinacdo da
concentracdo das substancias redutoras, podendo ndo necessariamente apresentar
natureza fendlica (SOUSA et al., 2007). Deste modo, tal regente pode sofrer
reducdo por inlmeras substancias doadoras de elétrons, sendo sensivel a
presenca de proteinas, acido ascérbico e outros compostos redutores (COELHO
etal., 2014; PEREZ-MARTINEZ et al., 2010).

O maior teor de compostos fendlicos nas microparticulas, quando
comparado ao extrato original, também foi observado por Saénz et al. (2009) em
seu trabalho. Segundo os autores, 0 aumento na retengdo de compostos fendlicos
pode ser consequéncia da hidrélise de compostos fendlicos conjugados da
solucdo inicial, durante a preparacdo da amostra ou durante o processo de

secagem, resultando no aumento do teor de tais compostos.
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Os compostos fendlicos sdo importantes compostos, com estrutura
quimica variada, apresentando comprovada atividade antioxidante. Geralmente,
por apresentarem estrutura com anéis aromaticos conjugados com grupos
hidroxila, esses compostos apresentam alta eficiéncia na estabilizacdo de
radicais livres. A presenca de grupos carboxilicos e carbonilicos em numerosos
compostos fendlicos, também, resulta em significativa inibicdo da rancidez
oxidativa por quelacdo de metais (VALENZUELA; NIETO, 1996).

O percentual de retencdo de compostos fendlicos, para as diferentes
combinagdes de materiais de parede, apds 42 dias de armazenamento, esta
demonstrado na Figura 14.

Figura 14 - Percentual de retencdo de compostos fendlicos totais, apds 42 dias
de armazenamento sob duas diferentes temperaturas. Letras
diferentes indicam diferenga significativa (p<0,05) entre o0s
tratamentos, para cada temperatura. IPSL: isolado proteico de soro
do leite; IPSL/M: isolado proteico de soro do leite/maltodextrina;
IPSL/GA: isolado proteico de soro do leite/goma arabica; IPSL/IN:
isolado proteico de soro do leite/inulina.
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A partir dos resultados apresentados, € possivel observar-se que a
quantidade de compostos fendlicos totais das microparticulas diminuiu, em
funcdo do periodo de armazenamento, enquanto a utilizacdo de isolado proteico
de soro de leite (IPSL) foi mais eficiente, na retencdo de compostos fenélicos, ao
longo dos 42 dias de armazenamento. Durante 0 processo de secagem por Spray
Drying, or seu elevado teor proteico, o IPSL tem um aumento na sua
flexibilidade, o que reduz o encolhimento das microparticulas, evitando a quebra
ou a presenca de rachaduras na superficie, aumentando, assim, a prote¢cdo dos
compostos bioativos (WANG; JIANG; ZHOU, 2013).

A combinacdo dos demais materiais, cuja composi¢do inclui
carboidratos, ao IPSL, resultou em taxas de retencdo de compostos fendlicos
maiores para temperatura mais elevada (35°C) de armazenamento. Uma possivel
explicacdo para esse fato é a inducdo pela temperatura da formacdo de
compostos escuros (melanoidinas) de baixo peso molecular. Melanoidinas de
baixo peso molecular podem ser formadas pela reagdo de produtos resultantes da
degradacdo de agucar ou carboidrato, com aminoécidos, geralmente, a uma
temperatura inferior a 50°C, por periodos de tempo superiores a 30 dias
(WANG; QIAN; YAO, 2011).

Segundo Coelho et al. (2014), as melanoidinas cuja producdo seja a
partir de sistemas modelos, contendo apenas aglcar e aminoacidos, apresentam
comprovada capacidade de reducdo. Assim, produtos da reacdo de Maillard e
proteinas redutoras, presentes na amostra, podem contribuir para 0 aumento na
capacidade de redugdo da amostra, resultando em uma superestimagdo da
guantidade de compostos fendlicos observada quando mensurada pelo método

de Folin-Ciocalteu.
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4.7 Teor de melanoidinas

O teor de compostos escuros € um indice conveniente, para indica¢do da
caramelizacdo e compostos formados pela Reacdo de Maillard, por medida da
absorbancia a 420 nm. Os resultados obtidos, para as microparticulas,
imediatamente ap6s 0 processo de Spray Drying e ap6s 42 dias de
armazenamento sob as temperaturas de 25°C e 35°C, estdo apresentados na

Tabela 8 e Figura 15 abaixo.

Figura15- Compostos escuros (melanoidinas) extraidas das diferentes
microparticulas ap6s 0 e 42 dias de armazenamento sob 25°C e
35°C. IPSL: isolado proteico de soro do leite; IPSL/M: isolado
proteico de soro do leite/maltodextrina; IPSL/GA: isolado
proteico de soro do leite/goma arébica; IPSL/IN: isolado proteico
de soro do leite/inulina.

{|EZ24bia 0
0,9 1 Dia 42 - 25°C
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Absorbancia (420 nm)
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Fonte: Dados da autora (2018).
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Tabela 8 - Teor de compostos escuros (melanoidinas) (Abs 420 nm) das
amostras antes e apdés 0 armazenamento a duas diferentes
temperaturas por 42 dias.

Temperatura: 25°C

Tratamento
Dia 0 Dia 42
IPSL 0,452 + 0,026 2B 0,595 + 0,043 2A
IPSL/M 0,421 + 0,041 28 0,597 + 0,094 24
IPSL / GA 0,389 + 0,023 28 0,529 + 0,024 24
IPSL/IN 0,397 + 0,029 *B 0,567 + 0,074 24
Tratamento Temperatura: 35°C
Dia 0 Dia 42
IPSL 0,452 + 0,026 2B 0,604 + 0,034 24
IPSL/M 0,421 + 0,041 *B 0,582 + 0,056 *#
IPSL / GA 0,389 + 0,023 *B 0,610 + 0,040 24
IPSL/IN 0,397 + 0,029 2B 0,528 + 0,073 24

Fonte: Dados da autora (2018).

Médias seguidas por letras mintsculas diferentes na mesma coluna e letras maidsculas
diferentes na mesma linha diferem significativamente entre si (p<0.05) pelo teste de
Tukey. IPSL: isolado proteico de soro do leite; IPSL/M: isolado proteico de soro do
leite/maltodextrina; IPSL/GA: isolado proteico de soro do leite/goma arabica; IPSL/IN:
isolado proteico de soro do leite/inulina.

A partir dos resultados apresentados, é possivel observar um aumento na
absorbancia dos diferentes tratamentos de microparticulas, apés o
armazenamento por 42 dias, independente da temperatura de armazenamento.
Assim como na retengdo de compostos fenolicos, essa elevacdo de valores pode
ser explicada pela formagdo de melanoidinas de baixo peso molecular, pela
presenca de carboidratos e proteinas na matriz encapsulante, ao longo do periodo
de armazenamento.

Diversos sdo 0s compostos escuros presentes no café e em sua bebida,
que incluem os produtos gerados na reacdo de Maillard, como melanoidinas,

formadas, principalmente, no processo de torragdo. A estrutura exata das
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melanoidinas formadas no café ainda é desconhecida, mas trabalhos ja permitem
uma elucidacdo parcial de partes de suas estruturas, ressaltando a vasta
diversidade (BARTEL; MESIAS; MORALES, 2015; COELHO et al., 2014;
PEREZ-MARTINEZ et al,, 2010; WANG; QIAN; YAO, 2011). Embora
apresentem estrutura quimica pouco conhecida, representam cerca de 25% do
peso seco dos grdos de café torrados, apresentando concentracfes relevantes na
borra do café, sendo de passivel extracdo. Sdo compostos de grande importancia,
pois apresentam capacidade de protecdo do estresse oxidativo, com comprovada
atividade antioxidante (BRAVO et al., 2012; PANUSA et al., 2013).

4.8 Atividade antioxidante

Com o proposito de avaliar a acdo antioxidante das microparticulas
produzidas, ao longo do tempo de estocagem, elas foram armazenadas em duas
diferentes temperaturas (25°C e 35°C) por 42 dias (6 semanas), tendo a sua
atividade antioxidante mensurada por trés diferentes métodos (DPPH, ABTS e
FRAP), semanalmente. Os valores obtidos encontram-se apresentados nas
Figuras 16 a 18.
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Figura 16 - Efeito do tempo de armazenamento na atividade antioxidante,
determinado pelo método de FRAP, nas microparticulas
armazenadas (a) 25°C (b) 35°C.
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Os resultados apresentados na Figura 16 demonstram que o material
encapsulante, utilizado na producéo de microparticulas, influenciou na protecao
da sua atividade antioxidante, mensurado pelo método de FRAP. A utilizacdo de
IPSL resultou em particulas com maiores valores de reducéo de ferro (361,19 —
453,04 uM Fe (I)/g base seca), ao longo do tempo de armazenamento,
apresentando seu valor potencializado ao final do armazenamento a 25°C. A
combinacgdo de IPSL com goma arabica, armazenada sob mesma temperatura,
apresentou menor valor final de reducdo de ferro (321,44 uM Fe (ll)/g base
seca), além de apresentar maiores oscilages de valores ao longo do periodo. A
utilizacdo de goma arabica, para a retencdo de compostos fenolicos da borra de
café, também, apresentou menores valores no estudo de Ballesteros et al. (2017).
Esse comportamento pode ser explicado, segundo os autores, pelo fato de a
eficiéncia do processo de encapsulacdo ser altamente dependente da matriz
encapsulante selecionada.

Quando avaliada a temperatura de armazenamento de 35°C, nota-se que
0 maior valor final de poder de reducdo do ferro de 480,86 uM Fe (Il)/g base
seca foi obtido para a combinacdo de IPSL e inulina. Tal valor ¢é
consideravelmente maior que o valor inicial apresentado pelo mesmo tratamento
(340,99 uM Fe (I1)/g base seca). A inulina, por apresentar em sua composicao
teor relevante de carboidratos, ao ser armazenada em temperaturas abaixo de
50°C, por periodos de tempo prolongados, pode gerar compostos da reacdo de
Maillard de baixo peso molecular, que apresentam forte capacidade redutora,

justificando o elevado valor final.



78

Figura 17 - Efeito do tempo de armazenamento na atividade antioxidante,
determinado pelo método de DPPH, nas microparticulas
armazenadas (a) 25°C (b) 35°C.
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Considerando a capacidade das amostras em sequestrar radicais livres,
mensurada pelo método do radical estdvel DPPH, apesar da aplicacdo de duas
condicdes diferentes de armazenamento, nota-se que as variagdes maximas por
amostras foram inferiores a 10%, resultando em satisfatéria manutencdo da
atividade antioxidante. A combinacdo de IPSL com inulina demonstrou maior
atividade, apo6s 42 dias de armazenamento, tanto para a temperatura de 25°C
como para a de 35°C.

VariagOes na atividade inibitoria do radical DPPH foram observadas, ao
longo do armazenamento, assim como em alguns trabalhos da literatura
(LOPEZ-CORDOBA et al., 2014; MOSER et al., 2017), tendo tais flutuagdes
atribuidas a possiveis modificagdes do perfil qualitativo dos compostos
fendlicos.

Pinelo et al. (2004) afirmaram que as flutuacBes na capacidade de
sequestrar radicais livres podem ser atribuidas a forte tendéncia dos compostos
polifendlicos a serem submetidos a reacBes de polimerizacdo, resultando na
formacdo de oligdbmeros, que possuem maior area para deslocamento de carga.
A partir do momento em que o grau de polimerizacdo excede um valor critico, o
aumento da complexidade molecular reduz a disponibilidade de grupos
hidroxila, na reacdo com o radical estavel DPPH, resultando na diminui¢do da

capacidade inibidora de radical.
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Figura 18 - Efeito do tempo de armazenamento na atividade antioxidante,
determinado pelo método de ABTS, nas microparticulas
armazenadas (a) 25°C (b) 35°C.
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Conforme observado na Figura 18, as microparticulas produzidas com
IPSL, como matriz encapsulante, apresentaram maior valor de inibicdo do
radical ABTS+ ao longo do armazenamento por 42 dias para ambas as
temperaturas (25°C e 35°C). De maneira geral, a temperatura de armazenamento
ndo influenciou na atividade antioxidante das microparticulas determinado por
ABTS. Observa-se, também, queda na atividade antioxidante mensurada ao
longo do periodo de armazenamento independente da temperatura.

As grandes oscilagdes, na atividade antioxidante, observadas para ambos
os tratamentos, podem ser explicadas pela variagdo da composicéo fenodlica das
amostras ao longo do tempo de armazenamento. Outro importante fator a ser
ressaltado é que a atividade antioxidante da amostra é dependente da
sensibilidade das moléculas presentes nos mecanismos de quantificacdo da
metodologia requerida. A baixa sensibilidade dos compostos a metodologia
acarreta menores valores de atividade mensurada.

O método de determinagdo da atividade antioxidante total pelo radical
ABTS baseia-se na mensuracdo da capacidade antioxidante de um composto e
seus produtos de reacdo, que podem ter consideravel contribuicdo no resultado
final. Tal método é aplicado, para classificar antioxidantes, ndo apresentando
correlagdo com o nimero de elétrons que um antioxidante pode doar. Uma das
principais limitagcbes do método estéd no resultado final, que caracteriza apenas a
capacidade de determinada amostra reagir com o radical ABTS+ em vez de
mensurar a inibicdo ao processo oxidativo (KARADAG; OZCELIK; SANER,
2009; ROGINSKY:; LISSI, 2005). Além disso, o valor da atividade antioxidante
total mensurada, para muitos compostos fendlicos, pode levar um tempo maior
de reacdo. Desse modo, baixos valores de atividade antioxidante podem ser
obtidos erroneamente, uma vez que as reagGes podem ser lentas e graduais,

podendo ainda ndo estar finalizadas no momento da determinacdo (HUANG,;
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BOXIN; PRIOR, 2005; KARADAG; OZCELIK; SANER, 2009; SCHAICH;
TIAN; XIE, 2015).

4.9 Isotermas de adsorc¢ao

A construcdo de isotermas de adsorcdo permite prever as interagdes da
agua com o produto, fornecendo informac6es relevantes para a escolha do tipo
de embalagem e condi¢6es de armazenamento (SORMOLI; LANGRISH, 2016).
Assim, foram construidas as isotermas de adsor¢do de umidade, para cada
tratamento, tendo os coeficientes estimados e 0s pardmetros estatisticos
utilizados, para avaliar a adequacdo dos modelos, apresentados na Tabela 9.

Quando considerados 0 menor valor de desvio relativo médio (E) e o
maior valor de coeficiente de determinacgdo (R?), o modelo que melhor se ajustou

aos tratamentos foi o de GAB.

Tabela 9 - Valores estimados dos coeficientes e parametros estatisticos de ajuste
dos modelos de GAB, Smith, Oswin e BET para as microparticulas
obtidas com diferentes materiais encapsulantes.

(Continua)
Modelos Parametros IPSL IPSL/M IPSL/GA IPSL /IN
Xm 5,598 4,536 6,041 5,498
C 38,813 29,270 21,155 9,040
GAB K 0,983 1,010 0,964 1,019
E (%) 4,501 2,088 1,773 0,119
R2 0,995 0,997 0,998 0,999
A 1,599 0,204 1,681 -1,694
Smith B -15,301 -14,795 -15,248 -19,654
E(%) 26,735 28,858 15,616 40,773

R? 0,973 0,969 0,984 0,975
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Tabela 9 - Valores estimados dos coeficientes e pardmetros estatisticos de ajuste
dos modelos de GAB, Smith, Oswin e BET para as microparticulas
obtidas com diferentes materiais encapsulantes.

(Conclusdo)

Modelos Parametros IPSL IPSL/M IPSL/GA IPSL/IN

A 11,388 9,308 11,629 10,143

. B 0,605 0,687 0,587 0,780

Oswin

E(%) 13,972 10,858 6,647 5,604

R2 0,986 0,988 0,993 0,996

Xm 5,198 4,784 5,191 6,144

BET C 101,061 19,882 85,159 5,455
E(%) 5,473 2,434 5,467 1,208

R2 0,994 0,997 0,994 0,999

Fonte: Dados da autora (2018).

IPSL: Isolado Proteico de Soro do Leite; IPSL/M: Isolado Proteico de Soro do
Leite/Maltodextrina; IPSL/GA: Isolado Proteico de Soro do Leite/Goma Arébica;
IPSL/IN: Isolado Proteico de Soro do Leite/lnulina; Xm: teor de umidade da
monocamada (g.g-1 de material seco); C, K: constantes do modelo relacionadas a
monocamada e suas propriedades; a,b: pardmetros de modelo; E: mddulo desvio relativo
médio; RZ coeficiente de determinacdo.

O teor de umidade da monocamada (Xm) informa a quantidade de agua
que esta diretamente ligada a sitios ativos da superficie e € um importante fator
para a correlagdo da estabilidade de um alimento. Neste estudo, os valores de
Xm variaram entre 4,536 a 6,041 (g 4gua. 100 g pé seco), quando ajustado ao
modelo de GAB, sendo o maior valor obtido para a combinagdo de IPSL e goma
ardbica. Valores similares de Xm foram reportados para microparticulas
contendo extrato de erva mate (4,1 — 57 g agua. 100 g* p6 seco) e
microparticulas de cha verde (5,9 g agua. 100 g™ p6 seco) (HARTWIG et al.,
2013; LI; TAYLOR; MAUER, 2011).

Observa-se alta absorcdo de agua, para as microparticulas contendo
IPSL/IN, principalmente, quando foram submetidas a atividades de &gua
maiores que 0,6 (FIGURA 19). A diminui¢do da higroscopicidade promovida

pela adi¢do de maltodextrina ao IPSL, quando observada na Figura 19, também
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reflete em um decréscimo do Xm. Nesse sistema, tal diminui¢cdo no teor de

umidade da monocamada é decorrente da maltodextrina, que provoca uma

diminuicéo da superficie exposta a moléculas de agua (HARTWIG et al., 2013).

Figura 19 - Isotermas de adsorcdo ajustadas com o modelo de GAB de

Umidade (g / 100g base seca)

microparticulas de extrato da borra de café expresso com diferentes
materiais encapsulantes. IPSL: isolado proteico de soro do leite;
IPSL/M: isolado proteico de soro do leite/maltodextrina; IPSL/GA:
isolado proteico de soro do leite/goma arabica; IPSL/IN: isolado
proteico de soro do leite/inulina.

50

O IPSL :J
H IPSLM f
A& IPSL/GA j{’
* IPSL/N ]
40- Poh
$ 7
o4
i
30- /q
rarE
s
Sy
S
ey i
Pl
o
20 + | ’,
4
7
I ¢
= F -
L
10 9— d-ﬁ——‘-—_‘-l
s ::ﬂ_____ . o
o et
—'_—‘;‘:_‘%..'...—..ﬂ.n
ol
U % | I I I 1 1 1 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0.4 05 08 07 0,8 00

Atividade de Agua (aw)
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Visualmente nenhum dos tratamentos apresentou mudanca de fase até

uma atividade de agua de 0,733 a 25°C. A alteracdo da aparéncia com inicio de

liquefacdo foi observado somente para os tratamentos IPSL/GA e IPSL/IN,

quando expostos a um ambiente com atividade de agua de 0,843, conforme

mostrado na Figura 20. E importante que esse fato seja avaliado, visto que a
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mudanca de fase de uma estrutura vitrea para uma estrutura gomosa ocasiona
alteracBes nas propriedades das microparticulas, diminuindo a protecdo dos
compostos encapsulados pelo colapso da estrutura (PEREZ-ALONSO et al.,
2006).
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Figura 20 - Aspecto fisico das microparticulas armazenadas sob diferentes

atividades de agua (0,112 — 0,843) a 25°C ap06s a determinacao das
IPSL: isolado proteico de soro do leite;
IPSL/M: isolado proteico de soro do leite/maltodextrina; IPSL/GA:
isolado proteico de soro do leite/goma arébica; IPSL/IN: isolado

isotermas de sorgéo.

proteico de soro do leite/inulina.
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Fonte

: Da autora (2018).
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5 CONCLUSAO

Foi possivel a obtencéo de extrato aquoso da borra de café expresso com
significativas concentracbes de compostos polifendlicos e atividade
antioxidante.

A microencapsulacdo se mostrou vidvel na protecdo da atividade
antioxidante do extrato. A utilizacdo de isolado proteico de soro do leite (IPSL)
foi considerado o material mais eficiente na manutencdo da atividade
antioxidante mensurada por diferentes métodos.

AlteracGes estruturais, em fungdo de exposicdo a altas umidades
relativas, foram observadas apenas para os tratamentos com a adi¢cdo de goma
arabica e inulina. As microparticulas obtidas apresentaram caracteristicas
superficiais semelhantes, como a auséncia de rachaduras e falhas na superficie,
endossando a maior protecéo e estabilidade dos compostos bioativos do extrato.

Os encapsulados obtidos carrearam e protegeram quantidades
consideraveis de antioxidantes presentes no café, os quais foram extraidos de
residuos do preparo da bebida. Este produto pode ser potencialmente utilizado
como ingrediente alimenticio ou farmacéutico, permitindo a formulacdo de

produtos inovadores e com aspectos funcionais.
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ANEXO A - ESTUDOS SOBRE EXTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS E QUANTIFICAGCAO DA

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO CAFE E DERIVADOS

Amostra Tipo df} So_l\_/ente Resultados Obtidos Referéncias
Extracdo Utilizado
Obtencdo de extratos com teor de fendlicos
A QA < totais para o café ardbica do Brasil na faixa de i
Café Verde Extra(%ao .SOI'dO Ag_ua 191 + 17 g GAE/Kkg base seca). O extrato do (JESZKA-SKOWRON et
Liquido Destilada , o~ . al., 2016)
café verde do Vietnd apresentou maiores
valores de atividade antioxidante.
Obtencdo de extratos com teores de compostos
X o4l fendlicos na faixa de 22 — 32 % e teores de
Cafe Verde Extra(;,ao .SO|Id0- Isopropanol e acidos clorogénicos entre 20 — 30%. Extratos (MADHAVA NAIDU et
Liquido Agua - - al., 2008)
com comprovada atividade antioxidante pelo
método de DPPH (40 — 95%).
Café Arabica ) Resultados obtidos para o café verde aprontam
Verde e Extracdo Sélido- Agua teores de 7 — 9% de &cidos clorogénicos em  (TRUGO; DE MARIA,;
Torrado Liquido Destilada base seca. Para o café torrado, teores de &cidos WERNECK, 1991)
clorogénicos entre 2 — 4 % em base seca.
) . Extratos de café verde com teor de &cido 5-
Café Verde e Eter de L
Café Extracdo Soxhlet  Petroleo e Cafe'oq”'g'co O}'ﬁ 3,36 £ 002 o %9 base Secd  (COELHOetal., 2014)
Torrado Metanol Extrgtos_ e cafe torrado com teor de &cido 5-
cafeioquinico de 0,17 + 0,03 g/100g base seca.
Diferentes A atividade antioxidante pelo método de DPPH
LA AR ; i i 5 i — 839
Café Arabica preparos da Agua das dlf(_erentes infusdes variou eptre 71 83%. (WOLSKA et al., 2017)
e Robusta bebida A bebida preparada com café arabica pelo
método expresso obteve uma atividade de 81%.
Café Arabica Extragdo Solido- Agua Teor de fendlicos totais igual a 41,52 + 0,12 (PEREZ-HERNANDEZ
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Amostra ETxI 5 c;géeo Sgill\ilfgéi Resultados Obtidos Referéncias
Torrado Liquido Destilada mg/g bs; atividade antioxidante por ABTS etal., 2012)
otimizada com equivalente a 202,68 + 13, 02 umol Trolox/g e
ultrassom teor de &cidos clorogénicos de 11,31 + 0,29
mg/g amostra.
Quantificacdo de 5 — ACQ equivalente a 6 — 17
Café Extracdo Sélido- Agua mg CQA/g; atividade antioxidante mensurada ~ (HECIMOVIC et al.,
Torrado Liquido Destilada por FRAP de 1,8 — 6 mmol Fe(Il)/L e ABTS de 2011)
4 — 25 mmol Trolox/L.
Bebidas mensuradas quanto ao teor de
Bebida compostos fenolicos (3,7 — 11 gGAE/100g), (SANC’HEZ-
Café preparada por ) FRAP (160 — 1008 pmol Trolox/g) e ABTS (_73 GONZALEZ;
Torrado diferentes Agua — 450 pmol Trolox/g). De forma ge_ral, a bebida JIMENEZ-ESCRIG;
métodos prepa(a(_ja no coac_jor_apresentou maiores valo_res SAURA-CALIXTO,
' de atividade antioxidante, seguida da bebida 2005)
preparada pelo método expresso.
Café Infuso do grao ) Atividade antioxidante mensurada por DPPH V(BREZOVA;’
Torrado moido Agua (0,15 - 0,21 mmol Trolox/g) e quanto ao teor de SLEBODOVA;
compostos fendlicos totais (41 — 58 mg GAE/g). STASKO, 2009)
Bebida do Preparagéo do e L -
) . . 4 Quantificacdo do teor de &cido clorogénico 5 —
EXC;?ZZSO cafeg(t:)l:;:;gltodo Agua ACQ por HPLC (0,97 — 1,47 mg 5-ACQ/g). (ANDUEZA et al., 2007)
. x A bebida foi caracterizada quanto a sua
Bebida do Pr,epara(;aq do < atividade antioxidante por DPPH (31 — 44%) e
Exf)?zzso cafee;;)(tz)lrct)eggtodo Agua 0 teor de compostos fendlicos totais (319 — 453 (ALVES etal., 20100)
' mg GAE/30 mL de bebida).
Bebida do Extracdo Solido- A A bebida do café expresso apresentou valores
Café Liquido. Agua de atividade antioxidante por ABTS de 206,12 (BRAVOetal,, 2012)
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Amostra Tipo d~e So_I\_/ente Resultados Obtidos Referéncias
Extracdo Utilizado
Expresso e + 1,68 pmol Trolox/g e teor de 5-ACQ
Borra de equivalente a 6,89 + 0,13 mg/g. O extrato da
Café borra da bebida expresso apresentou atividade
Expresso antioxidante por ABTS de 131,83 + 1,49 pumol
Trolox/g e teor de 5-ACQ equivalente a 2,84 +
0,03 mg/g.
Os autores obtiveram extratos da casca
Casca de Extracdo Solido- Agua e altamente ricos,em compos.to.s fenélico§ (1.59’50 (GARCIA; DEL
Café Liquido Acetona mgGAE/g residuo). A a_1t|V|dade antioxidante BIANCHI, V, 2015)
mensurada por DPPH foi IC5, de 30,4 + 0,40
pg/ml.
Extracdo por Resultados de DPPH de 16,05 — 38,35 mg
Boé;?éde Liquido EtA?ggz'ie VE/g: de ABTS de 10,71 — 28,9 mg VE/g e teor  (SHANG et al., 2017)
Pressurizado. e acido clorogénico entre 51,7 — 213,9 mg/g.
Bog;xéde Extracdo Solido- Agua Quantificacdo de 5-ACQ (140,8 = 49,5 mg (CRUZ et al., 2012)
Liquido. Deionizada  /100g) e cafeina (452,6 £ 134,0 mg /100g). "
Expresso
A borra de café apresentou atividade
Borra de Extracdo Soxhlet Agua antioxidante e genoprotetora, revelando que o
Café e Extracéo Destilada uso desses coprodutos pode proteger o (BRAVO etal., 2013a)
Sélido-Liquido. organismo contra estresse oxidativo e doencas
relacionadas.
Quantificacdo de compostos fendlicos totais (2 -
Borra de Extracdo Soxhlet Agua, Etanol 24_mg GAE/g bs), determinagdo da atividade
Café e Extragéo o M,etanol antioxidante por ABTS (15 - 218 pmol (BRAVO etal., 2013b)
Sélido-Liquido. Trolox/g bs) e por DPPH (5 — 112 umol

Trolox/g bs). Agua foi melhor solvente.
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Amostra Tipo d~e So_I\_/ente Resultados Obtidos Referéncias
Extracdo Utilizado
3 0
Borra de P SOIUQ@O.UA’ Extratos com teor de compostos fendlicos (MUSSATTO et al.,
p . Hidrolise Acida de Acido .
Café Soluvel . variando entre 1 — 5,48 g / L amostra. 2011b)
Sulfdrico
Borra,de Extrac&o por Metanol e Ext_ratc_)s mensurados quanto a sua atividade (SEVERINI; DEROSSI:
Café Ultrassom Aqua antioxidante por FRAP (134 - 174 pmol FIORE. 2017)
Expresso ' g Trolox/g) e DPPH (81 — 146 pmol Trolox/g). '
Borra de Extracio S6lido- Adua e Teor de compostos fendlicos variando entre as
Café L(|§ uido E?anol amostras na faixa de 6 — 28 mgGAE/g e teor de (PANUSA et al., 2013)
g ' acidos clorogénicos entre 1,65 — 6,09 mg/g.
A QAL Teor de 4&cidos clorogénicos (1,2 — 8,5 %),
Bog;xéde EXtri?aﬁiig“do Metanol compostos polifendlicos (1,0 — 6,3%) e (RAMQL%B%?MI et
g ' atividade antioxidante por DPPH (82 — 95%). B
Teor de 5-ACQ (0,37 — 1,41 mg/g), atividade
Borra de Extracdo com < sequestrante de radicais livres DPPH (5 — 22
Café Soltvel  Agua Subcritica, Agua ol TE/100g), ABTS (7- 32 mmol TE/00g) XY étal, 2015)
e teor de fendlicos totais (21 -56 mg GAE/g).
Teor de fendlicos totais (6 — 18,2 mg GAE/Q),
Borra de Extracdo Solido- Metanol e teor de &cidos clorogénicos (0,37 — 1,39 mg/g) e (MUSSATTO et al.,
Café Solavel Liquido. Agua atividade antioxidante por FRAP (0,100 — 0,113 2011a)

mM Fe(l1)/g).
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ANEXO B - CROMATOGRAMAS OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
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Figural- Cromatograma do padrdo de fendlicos utilizado para analise de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
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Figura 2 - Cromatograma obtido por CLAE do extrato da borra de café expresso
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Figura 4 - Cromatograma por CLAE das microparticulas de IPSL/M.
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