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RESUMO

CO-ENCAPSULACAO DE Lactobacillus plantarum E COMPOSTOS BIOATIVOS
EXTRAIDOS DO CAULE DE BETERRABA VERMELHA (Beta vulgaris L.) POR
SPRAY DRYER

AUTORA: Cassandra de Deus
ORIENTADOR: Cristiano Ragagnin de Menezes
COORIENTADORA: Milene Teixeira Barcia

Este trabalho teve como objetivo investigar a influéncia, viabilidade e estabilidade de
bactérias probioticas (Lactobacillus plantarum) microencapsuladas com o extrato aquoso do
caule da beterraba vermelha em concentracdes de 100% e 50%, utilizando a técnica de
secagem por atomizacdo por spray dryer. As microcapsulas foram avaliadas durante o
armazenamento sob diferentes temperaturas (25 °C , 8 °C e -18 °C) por 120 dias de ambos
compostos, além de simulagdes gastrointestinais “in vitro”, tratamento térmico, bem como
avaliacdo da morfologia e didmetro médio das microcépsulas. Verificou-se que a adi¢do do
extrato na concentracdo de 100% influenciou de forma adversa para a sobrevivéncia dos
probioticos, o qual também diferenciou-se no tamanho e aspectos morfoldgicos comparada ao
controle e a concentracdo de 50%. O melhor tratamento contendo probidticos e betalainas foi
o T35, onde se adicionou 50% de extrato proporcionando a viabilidade de ambos compostos
no periodo de 120 dias em diferentes temperaturas de armazenamento. Da mesma forma, no
que diz respeito a protegdo das betalainas, a microencapsulagdo foi promissora em
compara¢do ao controle (extrato livre) que em menos de uma semana acaba por perder sua
coloragdao em 25 °C e 8 °C. Além disso, o armazenamento sob congelamento (-18 °C) se
mostrou mais eficiente na preservacdo de ambos compostos de interesse. Por fim, com base
nos resultados obtidos, conclui-se que a co-encapsulagdo de probioticos e extrato do caule de
beterraba foi alcangada, ampliando assim a utilizagdo de ambos compostos, minimizando as
perdas de propriedades.

Palavras-chave: Spray dryer, Lactobacillus plantarum, betalainas, caule de beterraba,
pigmento natural.



ABSTRACT

CO-ENCAPSULATION OF Lactobacillus plantarum AND BIOACTIVE
COMPOUNDS EXTRACTED FROM THE STEM OF RED BEET (Beta vulgaris L.)
BY SPRAY DRYER

AUTHOR: Cassandra de Deus
ADVISOR: Cristiano Ragagnin de Menezes
CO-ADVISOR Milene Teixeira Barcia

This work aimed to investigate the influence, viability and stability of probiotic bacteria
(Lactobacillus plantarum) microencapsulated with the aqueous extract of red beet stem at
concentrations of 100% and 50%, using the spray drying technique. The microcapsules were
evaluated during storage at different temperatures (25°C, 8°C and -18°C) for 120 days of
both compounds, in addition to "in vitro" gastrointestinal simulations, heat treatment, as well
as evaluation of the morphology and mean diameter of the microcapsules. It was found that
the addition of the extract at a concentration of 100% adversely influenced the survival of
probiotics, which also differed in size and morphological aspects compared to the control and
the concentration of 50%. The best treatment containing probiotics and betalains was T3,
where 50% of the extract was added, providing the viability of both compounds for a period
of 120 days at different storage temperatures. Likewise, with regard to the protection of
betalains, microencapsulation was promising compared to the control (free extract) which in
less than a week ends up losing its color at 25 °C and 8 °C. Furthermore, the storage under
freezing (-18 °C) proved to be more efficient in the preservation of both compounds of
interest. Finally, based on the obtained results, it can be concluded that the co-encapsulation
of probiotics and beet stem extract was achieved, thus expanding the use of both compounds,
minimizing property losses.

Keywords: Spray dryer, Lactobacillus plantarum, betalains, beet stem, natural pigment.
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1 INTRODUCAO

A busca por produtos alimenticios de qualidade e que proporcionem satide vem
crescendo com o passar dos anos. Uma alimentagdo saudavel e balanceada vem associada a
aquisicdo de produtos que, em sua composicao apresentam além dos nutrientes, beneficios a
saude, decorrente de vitaminas, minerais, compostos fitoquimicos (pigmentos naturais,
compostos fenolicos) e ainda produtos probidticos (HANSEN; THOMSEN, 2018;
VIZIREANU e HRUSCHKA, 2018). Diversos alimentos tem capacidade de contribuir para a
regulamentagdo das fungdes vitais do organismo humano, auxiliando na prevencdo de
doencas e enfermidades proporcionando satide e bem-estar ao individuo (WALKER et al.,
2019; SILVA et al., 2019). Diante deste cenario, os probiodticos, sd30 microorganismos vivos,
quando ingeridos em quantidades adequadas auxiliam no equilibrio da microbiota intestinal,
além de outros beneficios secundarios vinculados (FAO/OMS, 2001; SILVA; BARREIRA;
OLIVEIRA, 2016; HILL et al., 2014).

Atrelados a isso, extratos obtidos de diferentes partes de plantas apresentam uma
gama de compostos fitoquimicos (elementos quimicos ndo nutricionais) encontrados de
forma abundante no reino vegetal (frutas, verduras, leguminosas e outras plantas) e que
apresentam uma capacidade biologica de alta relevancia, isto €, retratam uma capacidade de
prevenir ou desacelerar o envelhecimento, além de estarem relacionados no combate e
prevencao de cancer e outras doengas causadas pela oxidacao e inflamagao das células, sendo
assim, benéfico para a saude de quem os consumir (BEN SLAMA et al., 2013; GHUMAN et
al.,2019; NHU et al., 2019).

No tubérculo beterraba, os caules e folhas sdo considerados partes do vegetal nao
comestiveis, e por isso sdo considerados rejeitos e assim descartados pelo consumidor
(TEIGISEROVA, D. A. et al., 2019; DEMIRBAS, 2011). No entanto, esses rejeitos da
beterraba sdao ricos em compostos antioxidantes e anti-inflamatorios, como flavonoides,
pigmentos naturais como betalainas e clorofila, vitaminas (A, complexo B e C), minerais
como o ferro, fosforo e magnésio. Assim, os estudos vém relacionando esses compostos ao
tratamento e prevencdo de algumas doencas e enfermidades que acometem a sociedade atual
(VALI etal.,2007; AJILA; PRASADA RAO, 2013; SARHAN; SHATI; ELSAID, 2014).

A aplicagdo de probidticos em distintas matrizes alimentares tem sido largamente
difundida, pois relevantes pesquisas evidenciaram seus benéficos a saude (CHO;
FINOCCHIARO, 2009; RIJKERS et al, 2011; BARATHIKANNAN et al., 2019). O

emprego desses probidticos em alimentos contempla exclusivamente, produtos lacteo e
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alguns sucos (MAKINEN et al., 2012; RANADHEERA; NAUMOVSKI; AJLOUNI, 2018;
REALE; DI RENZO; COPPOLA, 2019.). No entanto, pesquisas atuais visam a aplicacdo em
diferentes fontes de alimentos como manteiga (ERKAYA et al.,, 2015), chocolates
(POSSEMIERS et al., 2010; EOR et al, 2019), balas, biscoitos, massas (REALE; DI
RENZO; COPPOLA, 2019) a fim de desenvolver produtos com um apelo nutritivo maior e
ampliar a gama de produtos probioticos (HUANG et al., 2016; MIRANDA et al., 2019). Ao
mesmo tempo, os compostos fitoquimicos encontrados em frutas e vegetais podem ser
incorporados em produtos processados a fim de promover um efeito positivo tanto na satude
do consumidor, quanto na prote¢ao do produto de interesse, frente a possiveis contaminagoes,
oxidagdes ou degradacgdo nutricional (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Contudo, ainda ¢ um desafio assegurar a viabilidade dos probidticos e dos compostos
fitoquimicos até o consumidor, visto que sdo sensiveis quando expostos a condi¢des do
processamento de alimentos (temperatura, oxigénio, luz), ou na passagem pelo trato
gastrointestinal (pH, enzimas, presenca de outros agentes), tendo em vista que, protegé-los
frente a esses fatores sdo cruciais para assegurar a chegada dos beneficios ao local de
absor¢io (PUUPPONEN-PIMIA et al., 2002; GUERIN et al., 2003; ZAGO et al., 2011).
Segundo CHO et al. (2018) a associagdo de dois potenciais bioativos (probidtico e extrato de
plantas) pode resultar em um efeito sinérgico, visto que ambos apresentam um impacto
relevante para a satide do individuo.

Sao variadas as barreiras encontradas para a aplicagdo desses compostos em
alimentos, ja que sua utilizacao direta pode levar a degradagao e perda da eficacia, com isso,
estuda-se alternativas para protegeé-los. O emprego da técnica de microencapsulagdo vem para
viabilizar a incorporacdo dos probidticos e fitoquimicos em matrizes alimentares distintas, ja
que a mesma pode ser aplicada para substancias liquidas, solidas e gasosas, onde as
microcapsulas tém como particularidade seu tamanho pequeno e liberagao controlada no
sistema gastrointestinal evitando assim perdas e degradagdes durante o processamento e
digestdo humana (CHEN et al., 2017, ETCHEPARE et al., 2020). Frente a esse contexto, o
presente estudo se propds desenvolver a co-encapsulagdo de cultura probiotica Lactobacillus
plantarum e compostos fitoquimicos extraidos dos caule da beterraba vermelha (Beta
vulgaris L.) como uma alternativa de prote¢do de ambos frente a circunstancias adversas
como, passagem simulada do sistema gastrointestinal, tempo de vida util e avaliagdo da
sobrevivéncia dos probidticos sob diferentes concentragdes (100% e 50%) do extrato na
microcapsula. Logo, deseja-se avaliar as possiveis influéncias (positivas ou negativas), na

estabilidade e viabilidade da microencapsulagdo para ambos compostos, a fim de possibilitar
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futuras aplicagdes em produtos alimenticios fortificados com probidticos € compostos

bioativos.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias probidticas

Bactérias probidticas sdo microrganismos vivos presentes no sistema intestinal de
animais ¢ humanos, sendo responsaveis pela absor¢do de nutrientes e controle na populagdo
de microrganismos patogénicos, através da competicdo pelo sitio de adesdo na mucosa
intestinal (FULLER, 1992; STANTON et al., 2001; DOMINGO, 2017).

Numerosos estudos vém evidenciando os beneficios associados as bactérias
probioticas, dentre eles: prevencao e tratamento de doencas inflamatoérias e infecciosas (LEE,
et al., 2014) antialérgicos (GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK; MALINOWSKA,
2006; HARISH; VARGHESE, 2006); anti-hipertensivo (LYE et al., 2009), melhoram a
absor¢ao de nutrientes (VONK et al., 2012), aumento da imunidade (HARDY et al., 2013;
STAVROU; KOTZAMPASSI, 2017), controle de diarreias (NARAYAN et al., 2010),
doencas cardiovasculares (CHANDRA, 2010; HOMAYOUNI et al., 2012), e no tratamento
de cancer (LEE, et al., 2012; ANDREWS; TAN, 2012).

Os mecanismos de agdo dos probioticos atende-se a competi¢ao pelo sitio de adesdo
sendo assim uma barreira contra patégenos (HILL er al., 2014), pois competem por
nutrientes, inativando toxinas, ainda, inibi¢ao do crescimento de bactérias patogénicas através
da excrecdo de bactericidas e a acidificagdo do meio, tornando assim um ambiente
desfavordvel para o desenvolvimento para bactérias pro-inflamatorias. Contudo, este
ambiente viabiliza o desenvolvimento de espécies probidticas como as do género
Lactobacillus, e Bifidobacterium (SZYMANSKI et al., 2006; SAAD et al., 2013;
CONSTANTE et al., 2017; QUIGLEY, 2019).

Para usufruir dos beneficios terapéuticos atribuidos aos probidticos, recomenda-se a
ingestdo diaria de no minimo 10° a 10’ UFC g (FAO/OMS, 2001). A legislacdo brasileira
regulamenta um valor de 10* a 10° UFC g, no entanto valores mais baixos podem ser
utilizados, desde que a empresa comprove a eficacia, ou tenha uma entrega direcionada

garantida (BRASIL, 2012).
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2.2 Género Lactobacillus

O género Lactobacillus ¢ constituido por bactérias gram-positivas, em forma de
bastonetes, isento de flagelos, ndo formadoras de esporo, e com caracteristicas aerotolerantes
ou anaerobios (SHAH, 2007), sdo caracterizadas pela producao de acido lactico como tinico
ou predominante produto final da fermentacdo de acucares, sendo assim muito utilizados na
fabricacdo de alimentos lacto-fermentados (AXELSSON; AHRNE, 2000).

Diferentes cepas de lactobacilos foram estudadas e evidenciou-se seus beneficios
para a saude do hospedeiro, pois auxilia a reconstru¢ao rapida da microbiota intestinal,
atuando na composi¢do de um ambiente indspito para bactérias patdgenas, através da
excrecao de bactericidas, competicdo por sitios de absorcao, nutrientes e adesdo do sitio de
ligacdo da mucosa intestinal (OHLAND; MACNAUGHTON, 2010; CARAMIA; SILVI,
2011; MALAGO; KONINKX, 2011; ZHAO; KIM, 2015). Em vista disso, sao adicionados
em produtos alimenticios para humanos, onde predomina-se a classe dos lacteos, alguns
sucos e produtos fermentados (SEEGERS, 2002).

Cepas de Lactobacillus plantarum, tem como caracteristicas a resisténcia durante a
passagem pelo sistema gastrointestinal, permanecendo vidveis apds o contato com acido e
enzimas presentes, além de atuar na regulacdo da microbiota intestinal (GEORGIEVA et al.,
2009). Apresentam também caracteristicas antimicrobianas frente a diferentes patogenos
(BEN SLAMA et al., 2013; KOTB, 2015), atividades imunolédgicas, anti-inflamatorias,
antitumoral (WANG et al., 2009; NOGUCHI et al., 2012; KWAK et al., 2014), antioxidante
(ZHANG, et al., 2013; SASIKUMAR et al., 2017), eficacia em neutralizar citotoxicidade
induzida por enterotoxinas (XING et al., 2015; ZHANG, et al., 2015), além de ser eficaz no
tratamento da diabetes (LI ef al., 2014; AHN et al., 2015; SASIKUMAR et al., 2017).

Essas ac¢des consequentes da cepas de Lactobacillus plantarum fazem dela uma boa
opcao probiotica para estudos futuros, onde o objetivo € a promocgao de satide e bem estar do

individuo.
2.3 Residuos de alimentos
O desperdicio de alimentos ¢ de grande preocupagdo tanto do ponto de vista

econdmico quanto para o meio ambiente (TEIXEIRA et al., 2018). Segundo a ASSEMAE

(Associagao Nacional dos Servigos Municipais de Saneamento), estima-se que o Brasil gera


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/intestine-flora
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enterotoxin
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aproximadamente 37 milhdes de toneladas de lixo organico ao ano, no entanto sugere-se que
apenas 1% seja reaproveitado.

Residuos de alimentos como folhas e caules sdo muitas vezes considerados lixo
organico por industrias de alimentos e pelo consumidor final, visto que, ndo se tem uma
importancia econdmica atrelada. No entanto, pesquisadores comprovam que o
reaproveitamento de residuos de vegetais pode ter uma gama de substancias benéficas a
saude ainda pouco exploradas (NINFALI; ANGELINO, 2013; ZHANG, LU; SUN, 2018).

Partes ndo comestiveis de vegetais integram o grupo dos residuos pouco empregados
pela induastria de alimentos e os estudos em torno do assunto ainda sdo escassos. Quando
ocorre o reaproveitamento de residuos agroindustriais, agrega-se um valor econdmico nesse
residuo, além da exploragdo mais abrangente dos compostos bioativos presentes neles, como
os fitoquimicos, flavonodides, pigmentos, vitaminas, minerais, acidos graxos, fibras entre
outros (SANTOS et al., 2016).

Os fitoquimicos estdo amplamente distribuidos na natureza, desde raizes até as folhas
(SINGH; KUMAR; MALIK, 2017), sendo assim os residuos gerados no processamento de
vegetais e descartados pelo consumidor ainda podem conter grandes quantidades dessas
substancias bioativas, podendo ser reaproveitadas e inseridas em novos produtos alimenticios

a fim de aumentar o valor nutricional dos mesmos (TEIXEIRA ef al., 2018)

2.4 Beterraba vermelha (Beta vulgaris L.)

A beterraba de mesa (Beta vulgaris L.) ¢ uma raiz comestivel pertencente a familia
das Chenopodiaceae, originaria da regido Mediterrdnea, comumente consumida em sua
forma crua, (KAPADIA; RAO, 2013), além de ser uma das principais representante na
extracdo de pigmentos pela indistria de corantes naturais devido sua cor intensa
vermelho-arroxeada (SALAZAR-ORDONEZ; PEREZ-HERNANDEZ; MARTIN-LOZANO,
2013).

A beterraba apresenta em sua estrutura duas principais partes, uma aérea e outra raiz.
Na parte aérea observa-se os caules/talos (GOMES et al., 2019) avermelhados e as folhas
esverdeadas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019), e da parte das raizes obtém-se a parte do
vegetal que ¢ usualmente comestivel e que também ¢ utilizada pela industria para a extracao
do pigmento avermelhado, majoritariamente representados pelas betalainas (TIVELLI et al,

2011).
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Figura 1 — Partes da beterraba onde, 1 representa o mago completo de beterraba in natura; 2 a

raiz comestivel, 3 o caules e 4 as folhas da beterraba.
Fonte: Autor, 2019.

Além de seu potencial tecnologico, a beterraba ¢ uma fonte rica de compostos que
garantem ao individuo uma alimentacdo forte e completa, apresentando em sua composi¢ao
vitaminas A, vitaminas do complexo B, ferro, calcio, fosforo dentre outros micronutrientes

(Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo centesimal: partes aéreas e raiz de beterraba (TRANI et al., 1993;

TIVELLI et al., 2010; MELO; FARIA, 2014).

Componentes Parte Aérea - caule e folhas Raiz - comestivel
Umidade (%) 92,17 87,3
Cinzas (g/100g) 1,74 1,1
Proteinas (g/100g) 1,80 1,6
Lipidios (g/100g) 0,05 0,1
Carboidratos (g/100g) 4,23 9,9

Valor Calorico (g/100g) 24,59 43
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Do mesmo modo, apresenta compostos além dos tradicionais que sdo considerados
benéficos a saude, onde podem atuar no tratamento ou prevencao de doengas. Dentre esses
compostos destacam-se as betalainas (classe de pigmentos majoritarios) (figura 3) que estdo
relacionados a uma excelente acdo antioxidante, antiinflamatoria, hepatoprotetora e
antitumoral  (GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK; MALINOWSKA, 2006;
GEORGIEYV, et al., 2010; GENGATHARAN et al., 2015; FARABEGOLI et al., 2017,
NIKAN; MANAYT, 2019; PRECZENHAK et al., 2019).

Os pigmentos presentes na beterraba estendem-se da raiz até o caule, incluindo
algumas partes da folha. A coloracdo caracteristica vermelho-violeta se da pela presenca do
grande grupo das betalainas, subdividindo-se em betacianinas (vermelho) em menores
proporcdes as betaxantinas, pigmento que confere uma coloragdo amarelo-laranja (KHAN;
GIRIDHAR, 2015; GANDIA-HERRERO; ESCRIBANO; GARCIA-CARMONA, 2016).

Sugere-se que o mecanismo de acdo antioxidante atrelado a esse pigmento, esta
associado a sua capacidade de conceder elétrons a moléculas oxidativas presentes no
organismo (GLISZCZYNSKA-SWIGLO; SZYMUSIAK; MALINOWSKA, 2006), relata-se
ainda, que estes pigmentos apresentam capacidade de eliminar em torno de 75% dos radicais
anion superéxido (GEORGIEV et al., 2008; CANADANOVIC-BRUNET et al., 2011). Os
principais fatores com extrema relevancia associado a estabilidade desse pigmentos sdo
identificados como a sensibilidade a algumas variagdes de pH, temperatura de exposicao,
atividade de agua, exposicao a luz e o oxigénio, além da degradagdo por enzimas presentes
no proprio vegetal (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006; ESATBEYOGLU et al.,
2015).

2.5 Microencapsulagio

H4 décadas, ja se tem conhecimento da existéncia de algumas técnicas de
microencapsulacdo, onde vem-se ganhando espago com aplicacdes nas mais distintas areas,
como a farmacéutica, cosmética ¢ alimentar (KIDCHOB; KIMURA; IMANISHI, 1996;
SEFTON et al, 2000, DRUSCH; MANNINO, 2009). A microencapsulagdo compreende um
processo em que ocorre o aprisionamento de substancias de interesse (nicleo ou material
ativo) em um sistema de revestimento. As substancias que sdo microencapsuladas se
apresentam, geralmente, no estado liquido ou so6lido, podendo também ser um gas (SILVA, et

al., 2014).
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Existem diferentes técnicas utilizadas para microencapsulagdo, sendo por métodos
fisicos (extrusdo, spray drying, spray chilling e spray cooling, leito fluidizado,
co-cristalizacdo e a liofilizacdo), métodos quimicos (polimerizagdo interacila, inclusdo
molecular e polimeriza¢ao in situ) e métodos fisico-quimicos (coacervacao, lipossomas,
lipoesferas, evaporacdo de solvente) (SAIFULLAH et al, 2019), onde leva-se em
consideragdo caracteristicas como polaridade das moléculas envolvidas, pH, sensibilidade do
composto, aplica¢do pretendida, além do diametro médio esperado, que pode variar de 1 a
1000 um (ORIVE et al., 2004).

Um dos métodos mais utilizados para microencapsular compostos bioativos € o spray
drying (GHARSALLAOUI et al, 2007, ENCINA et al, 2016), sendo esse de facil
manipulagdo, aplicacdo, além de ser um processo continuo, economicamente vidvel pois
mantém as propriedades iniciais dos produtos, fornecendo microcépsulas secas onde viabiliza
a lenta ou nulas reagdes quimicas que possam ocorrer na presenga do meio aquoso, além
disso, pode ser facilmente reproduzida em escala industrial (KESHANI et al., 2015; SINGH;
VAN DEN MOOTER, 2016; O’SULLIVAN et al., 2019).

No processo de microencapsulagdo por spray drying se taz necessario compreender
algumas etapas sequenciais (Figura 2). Inicialmente a substancia a ser microencapsulada, sera
misturada a uma solugdo aquosa contendo o material de encapsulagdo (1), em seguida essa
mistura serd levada ao equipamento em condi¢des previamente determinadas. A mistura sob
agitacdo, serd carreada para dentro do sistema (2) entrando em contato com uma corrente de
ar quente (3) onde ocorrera a evaporagao do solvente (4), assim transcorrera uma ligeira
solidificag¢do das goticulas, que posteriormente serdo arrastadas até o ciclone (5) e recolhidas

ao término do processo (6).
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Figura 2 — Representacdo do funcionamento e as principais etapas de um Spray dryer
Fonte:(SOSNIK; SEREMETA, 2015)

Embora o processo aparente ser de facil reprodutibilidade e adaptagdo, deve-se levar
em consideracdo os materiais de parede a serem utilizados, pois cada polimero comporta-se
de diferentes maneiras, diferenciando-se quanto a resisténcia, flexibilidade, impermeabilidade
e estabilidade, além de contribuir na termorresisténcia das substancia durante o processo de
secagem (VENKATESAN; MANAVALAN; VALLIAPPAN, 2009).

Polimeros como a maltodextrina, trealose e goma ardbica tem sido amplamente
aplicado, pois apresenta habilidades de protecdo do material microencapsulado frente a
oxidagdo, degradacao, protecao aos fatores extrinsecos como luz e oxigénio (SILVA, et al.,
2014; BARRETO; GUILLERMO; ETCHEPARE, 2015; SHISHIR; CHEN, 2017), além de
apresentar caracteristicas como: baixa higroscopicidade, viscosidade e custo, ainda com
elevada capacidade de solubilizagdo e boa retencdo de volateis (DELIA et al., 2018).

Estudos recentes vém evidenciando o potencial da microencapsulagdo de compostos
bioativos (probioticos, fenolicos, pigmentos) com polimeros como a maltodextrina, a fim de
promover a protecdo desses compostos. JANISZEWSKA em 2014 microencapsulou suco de
beterraba em spray drying usando maltodextrina e goma arabica, onde observou que ambos
os materiais de paredes foram eficientes no aprisionamento do pigmento da beterraba
(betalainas). ROSA e colaboradores em 2019, utilizaram maltodextrina e hi-maize como

materiais de parede para microencapsular extrato de mirtilo. Os autores observaram que, a
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microencapsulacdo manteve a estabilidade dos compostos, além de protegé-los frente as
condi¢cdes simuladas do sistema gastrointestinal. J& a trealose ¢ um dissacarideo que vem
sendo destacado como tendéncia na microencapsulacdo, considerado um potencial agente
termoprotetor para estudos em spray dryer (ROZYLO, 2020), caracterizada como um
bioprotetor devido sua formagdo de s6lidos amorfos sob alta temperatura de transicao vitrea
(PATIST & ZOERB, 2005; GONZALEZ-ORTEGA et al., 2020).

Em 2021, MARCILLO-PARRA et al., ¢ SAMBORSKA et al. realizaram estudos
elucidando amplamente os principais agentes para a microencapsulacao, os beneficios da
utilizacdo de diferentes técnicas, além de explanar as possiveis aplicagdes em alimentos

respectivamente.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo a co-encapsulacdo de bactérias probidticas (L.
plantarum) com o extrato aquoso do caule de beterraba (Beta vulgaris L.) a fim de avaliar a
influéncia dessa co-encapsulacao na viabilidade probidtica e na protecao das betalainas

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e C(Co-encapsular probidtico e o extrato aquoso do caule de beterraba nas
condi¢des de microencapsulacao por spray drying, através da utilizacdo de
diferentes concentragdes do extrato, combinando os materiais de parede: goma
arabica, trealose ¢ maltodextrina;

e (aracterizacdo fisico-quimica das microcapsulas (microscopio eletronico de
varredura - MEV e diametro médio de particula);

e Avaliar a estabilidade e resisténcia das microcapsulas frente as condigdes que
simulam o ambiente gastrico e intestinal;

e Avaliar a viabilidade das microcapsulas com probidtico e betalainas em
diferentes temperaturas (-18 °C, 8 °C e 25 °C) nos dias 1, 15, 30, 45, 60, 75,
90, 105 e 120 de armazenamento;

e Avaliar a sobrevivéncia dos probiodticos e estabilidade do extrato frente a
diferentes condi¢des de tratamentos térmico: pasteurizacdo rapida (72 °C por

15 segundos) e lenta (63 °C por 3 minutos);


https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0260877420301874#bib42

e Avaliar a influéncia, viabilidade e estabilidade de ambos compostos juntos.
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MANUSCRITO 1

Extracio de pigmentos bioativos do caule de beterraba vermelha e estudo de sua

estabilidade

Este trabalho estd em processo de avaliagdo para publicagdo no e-book “Compostos
Bioativos e suas Aplicagdes”
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Resumo

A beterraba ¢ um vegetal comumente consumido e que apresenta em sua estrutura fisiologica
partes aéreas (fora do solo) que ndo sdo utilizadas na alimentacdo humana, no entanto
denotam uma vasta quantidade de compostos bioativos de interesse. Nesse sentido, esse
estudo teve como premissa investigar a extracdo de compostos pigmentados do caule da
beterraba vermelha, a fim de avaliar sua estabilidade em diferentes condigdes de
armazenamento. Para esse fim, utilizou-se de uma extragdo com agua aquecida a 60°C para
elevar a eficiéncia do processo de extracdo. Dentre as temperaturas de armazenamento
testadas (25°C, 8°C e -18°C), o congelamento (-18°C) foi a condi¢ao que melhor protegeu os
pigmentos avermelhados, seguido da refrigerac¢do, que auxiliou no atraso da degradacdo. J4 a
temperatura de 25°C foi a que mais se observou a perda da coloragdo do extrato, onde ao
iniciar os testes apresentaram pigmentacdo avermelhada e apos seis dias de analises ocorreu
degradacao da cor passado a um marrom/amarelado. Considerando os resultados obtidos
nesse estudo, conclui-se que a extragdo de betalainas do caule de beterraba foi eficiente, pois,
apesar da utilizagdo de técnicas naturais e o reaproveitamento de residuos de alimentos, os
resultados obtidos alcancaram superioridade ao esperado, consideracdo a matéria prima
utilizada e a metodologia aplicada. Com isso, expande-se as possibilidades de utilizar
matérias ndo convencionais para extrair pigmentos avermelhados, além de impactar
diretamente na reducao de poluentes no ecossistema.
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Palavras-chave: Betalainas, bioativos, degradacdo, subprodutos, reaproveitamento.
1. INTRODUCAO

A beterraba ¢ um tubérculo mundialmente conhecido e consumido, com grandes
benéficos a sade comprovados (Chhikara et al., 2019; Bahrami et al., 2021). Possui uma
composi¢do rica em nutrientes ¢ minerais, além de uma gama de compostos bioativos que
corroboram com a melhora da saide do consumidor (Carrillo et al., 2019). A beterraba
fisiologicamente ¢ composta por raiz que € a parte comercializada e comestivel, além de
caule e folhas que acabam sendo um rejeito comercial, pois em sua maioria sdo destinados a
alimentacdo animal ou utilizado como fertilizante organico (Chhikara et al., 2019; Zin, Marki
e Banvolgyi, 2020). No entanto, o caule da beterraba ¢ uma parte do vegetal em que ha uma
gama de compostos bioativos de extrema importancia para promog¢do da saude, além do
grande potencial tecnoldgico aplicavel (Galanakis, 2012). O caule desse vegetal ¢ rico em
betalainas, pigmento responsavel pela coloragdo vermelho-violeta da beterraba, sendo
também apresentada com a coloracdo amarelo/alaranjado em outras plantas do reino vegetal
(Guerrero-Rubio et al., 2020; Delgado, Jiménez & Lopez, 2000). Esse composto restrito a
poucas espécies € sintetizado pelo 4cido betalamico derivado de aminoéacidos como a tirosina,
assim promovem uma solubilidade singular as betalainas (Miguel, 2018; Tossi et al, 2021).
Como consequéncia dessas caracteristicas fundamentais, os compostos pigmentados do caule
da beterraba sdao de facil extracdo com dagua, utilizando técnicas simples e que sdo
benevolentes ao ecossistema, além de facilitar a aplicagdo em alimentos.

Assim, o emprego da agua para a extragao de compostos soluveis ¢ eficiente, porém
quando se faz uma elevagdo da temperatura desse meio aquoso para a obtencdo de betalainas,
observa-se uma maior eficiéncia no processo (Nirmal, Mereddy e Magsood, 2021). Portanto,
esse estudo tem como objetivo principal, promover a extragdo de betalainas do caule de
beterraba utilizando tecnologias limpas e seguras, a fim de facilitar a aplicacdo em processos
alimenticios.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparo do extrato

O extrato do caule de beterraba vermelha foi obtido seguindo a metodologia de Omae
et al (2017), onde foi feita a separacdo manualmente dos caules seguida de higienizagdo com
NaClO 2% (hipoclorito de sédio), posteriormente liofilizado por 24h, triturado em moinho de
facas, em seguida o pd obtido foi congelamento (-18°C) até o momento das analises. O
extrato foi preparado na proporcao 1:40 (m/v) com agua destilada a uma temperatura de 60°C
com uma agitacdo continua por 20 segundos, na sequéncia, o extrato foi centrifugado sob
refrigeracdo na condicdo de 4320 x g, 10°C por 15 minutos, por fim, o sobrenadante foi
coletado e filtrado sob vacuo em papel filtro qualitativo (80g / m), e o processo de extracao
repetiu-se por mais 3 vezes para maxima extracdo dos pigmentos do pd. Cada fracdo do
extrato foi quantificada, a fim de determinar a necessidade desse processo.

2.2 Avalia¢ao da degradaciao do extrato

Foram separadas aliquotas do extrato (primeira fragdo) e armazenadas em trés
diferentes temperaturas simulando um acondicionamento em ambiente (25°C), refrigeracao
(8°C) e congelamento (-18°C), ambas ao abrigo da luz. A quantificagdo total de betalainas do
extrato do caule de beterraba foi realizada seguindo o item 2.3 por 7 dias consecutivos.
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2.3 Quantificacao de Betalainas totais

As betalainas foram analisadas durante as extragdes, por meio de leituras em
espectrometro em comprimentos de onda em 537 nm e 600 nm, assim as absorbancias
obtidas foram aplicadas em uma equacdo para calcular quantitativamente o teor de betalainas
totais presentes no extrato. Para analisar as betalainas foi seguida a metodologia sugerida por
(Herbach, Stintzing e Carle, 2004), onde a amostra foi diluida com solvente extrator (agua) e
quantificada em espectrofotometro UV/VIS (Agilent 8453 UV-visible spectrophotometer),
sendo calculada a partir da equagdo 1.

Equagao 1. Betalainas totais mg/L=A x DF x MW x 1000/ E x L

Onde A ¢ a absor¢do maxima a 536 nm, corrigida por absor¢do a 600 nm, DF ¢ o fator
de diluicao, MW representa a massa molar de betanina (550 g/mol), E ¢ a absor¢do molar
(60.000 L/moL.cm) e L ¢ o comprimento do caminho optico (cm).

2.4 Analise estatistica

Os testes foram realizados em triplicatas e os resultados foram avaliados por analise
de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas por teste de Tukey, considerando o
nivel de significancia a 5% (p <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Extracio de betalainas

As fragdes extraidas do caule de beterraba vermelhas com 4gua a 60°C é expressa na
figura 1. A etapa da extracdo que mais revela a diluicao das betalainas ao meio aquoso ¢ a
primeira, com 81% dos compostos pigmentados extraidos, seguida da segunda fracdo com
16% e na terceira fragdo com 3%. Esse resultado revela que, extrair mais de uma vez nesse
caso ndo se faz necessario, pois levando em consideracdo o tempo de extragdo requeridas, a
primeira fracdo j& disponibiliza mais de 80% dos pigmentos de interesse.

Para um fim de aplicagdo em alimentos, a reducdo de tempo e de processos ¢
interessante, pois possibilita ampliar as oportunidades de inserir novos ingredientes com
baixo valor comercial em linha de producao industrial, assim h4 uma reducao do desperdicio
de alimentos e ampliagdo da gama de produtos que promovam maior qualidade de vida a
populacdao. Os pigmentos extraidos do caule de beterraba podem ser inseridos em produtos
como biscoitos, geleias, doces, vinho, batatas fritas, pds, bebida, sorvete e iogurte (Lisiecka,
Wojtowicz, 2021; Wang et al., 2020; Dhiman et al., 2021; CHHIKARA et al., 2019; Aratjo
et al., 2021) a fim de enriquecer com saudabilidade esses produtos através das betalainas e os
compostos bioativos presentes, € por consequéncia contribuir com a cor (avermelhada)
atrativa ao produto.

Figura 1. Fracoes da extracido exaustiva do caule de beterraba vermelha.
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3.2 Avaliac¢ao do extrato do caule de beterraba vermelha

O extrato do caule de beterraba foi avaliado e os resultados foram expressos na figura 2
e 3. Dentre as condigdes avaliadas a que melhor preservou e manteve a cor do pigmento foi a
amostra congelada (-18°C). A operagdo de congelamento ¢ caracterizada por paralisar as
reacdes quimicas que possam ocorrer na amostra, além de impedir a agdo nociva do oxigénio
sobre o extrato. No mesmo sentido, temperaturas mais baixas como a de refrigera¢do (8°)
contribuem para desacelerar a degradagdo do pigmento natural do caule de beterraba como
foi observado nessa condi¢do, assim proporcionou uma menor intensidade na perda da
coloracdo avermelhada (Araujo et al., 2021; Giineser, 2016). Em contrapartida a temperatura
de 25°C foi a que mais acelerou a degradacdo do extrato, onde foi notavel a degradagao total
no 7° dia de analises.

Figura 2. Degradacao de pigmento do caule de beterraba vermelha ao longo de 7 dias.
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Essa veloz degradacdao nos ultimos dias do extrato acondicionado em 25°C possivel
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ser visualizada na figura 3, onde se compara o pigmento no inicio e fim dos testes. Nota-se
que ao iniciar, os extratos estavam com uma cor avermelhada intensa e ao término das
analises a intensidade de cor foi diminuindo em 8°C ou degradando proximo da totalmente no
caso da temperatura de 25°C, transformando a cor avermelhada em uma tonalidade de
marrom/amarelado. A degradacdo observada neste estudo ja foi evidenciada por Yang et al
(2021), onde realizou uma tentativa de reduzir a degradacdo de pigmentos avermelhados
misturando betalainas e antocianinas, em contrapartida, obteve uma acelerada degradacao
das betalainas caracteristica de primeira ordem. Resultado semelhante, também obteve
Kaimainen et al (2015) ao estudar a estabilidade das betalainas, onde evidencia uma relagao
entre 0 aumento da temperatura de estocagem com a rapida degradag¢do do pigmento. Esse
processo de degradagdo que ocorre nas betalaina ja foi elucidado inicialmente por Schwartz
& Von Elbe (1983) e revalidado por Herbach, Stintzing e Carle (2004), onde descrevem as
reagoes de isomerizagdo seguida de descarboxilagdo no C15 e C17 respectivamente. Essas
reacdes quimicas causam mudangas no comprimento de onda das betalainas, deslocando o
hipsocromico de absor¢do (538 nm para 505 nm) alterando assim a coloracao vermelha para
laranja-avermelhada. Posteriormente, descreve-se reagdes de desidrogenagdo em betanina e
isobetanina causando degradacdes mais acentuadas na coloracao (laranja-avermelhada para
amarelo) e por fim, ocorre o rompimento das estruturas quimicas das moléculas (processo de
clivagem) em ambos pigmentos resultando uma coloracao amarelo brilhante ou a perda total
da coloracao (Herbach, Stintzing e Carle, 2006).

Figura 3. Beterraba vermelha, reparticao e degradagio da cor.
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Tendo em vista que as temperaturas elevadas ja sdo comprovadas como favoraveis
para aceleracdo das reagdes quimicas (Garcia-Barrera et al., 1998; Roy et al., 2004),
estratégias para travar a degradacdo além do congelamento, devem ser exploradas, tendo
previamente ja diagnosticadas influéncia direta do pH, atividade de dgua e oxigénio. Assim,
almeja-se promover uma barreira a iminente degradacdo desse pigmento, pois observa-se que
a gama de produtos alimenticios armazenados em temperatura de 25°C ¢ superior as demais
(8°C, -18°C), dispondo de um baixo custo de estocagem e logistica, além de resultar em um
produto economicamente viavel.

Beterraba

4. CONCLUSAO


https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096399691100442X#bbb0075
https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096399691100442X#bbb0180
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A matéria-prima utilizada se mostrou rica em pigmentos soliveis em agua com
grande potencial para extracdo, utilizando tecnologias limpas e sem agredir o meio ambiente.
A pesquisa revelou que o extrato do caule de beterraba ¢ uma alternativa viavel, contudo,
mais estudos sdao necessarios visando preservar com maior eficiéncia os compostos
pigmentados em temperaturas de 25°C e 8°C, pois vislumbra-se a aplicagcdo desse extrato
colorido na industria de alimentos como uma forma de agregar saude, facilitar a entrada de
novos ingredientes ao mercado, além de um maior aproveitamento de residuos
agroindustriais, assim, diminuimos os impactos ao meio ambiente € aumentamos o
aproveitamento de alimentos. A aplicacdo em alimentos do extrato do caule de beterraba
vermelha deve ser estudada, a fim de avaliar a estabilidade e a bioacessibilidade desse
pigmento no produto testado. A utilizagdo de tecnologia alternativas para a protecao desses
pigmentos ¢ de extrema importancia, portanto, sugere-se o estudo da microencapsulagado
desses compostos, assim levaremos ao mercado promissora alternativas para manté-los
viaveis, evitando a degradagao e facilitando a aplicacdo em matrizes alimenticias.
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RESUMO

Historicamente os vegetais estdo inseridos em nossa alimenta¢do, no entanto seu consumo
destinava-se apenas a saciedade e nutricdo. A beterraba ¢ um dos vegetais popularmente
consumidos que revelam um potencial que vai além da saciedade, estando presente em
processos tecnologicos (extracdo de pigmentos) bem como um eficaz alimento promotor de
satide e bem estar. Os beneficios a ela atrelados a satide e bem-estar, se ddo por conta de um
composto bioativo em especial, as betalainas. Pigmento avermelhado associado entdo a
efeitos positivos a satde, sendo ja evidente essa relagdo com doencas metabolicas. Este artigo
tem a inten¢do de revisar o potencial tecnologico das betalainas obtidas do tubérculo
beterraba frente a pardmetros benevolentes a saude e a tecnologia, tais como, atividade

antioxidante, antimicrobiana, anticancer, antilipidémica e outras doengas da sociedade atual,
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revelando assim um potencial agente na aplicagdo de medicamentos alternativos e na
alimentacao, como o desenvolvimento ou melhoramento de alimentos funcionais.

Palavras-chave: Beterraba; pigmento avermelhado; saude; tecnologia.

INTRODUCAO

Tradicionalmente, as plantas inseridas na dieta humana trazem nutrigdo e saciedade,
no entanto os beneficios vao além, e revelam em sua composicao ingredientes
biologicamente ativos que podem desempenhar um papel fisiologico na promogao da saude
humana, ainda que demande mais estudos clinicos em humanos (Veiga et al., 2020). Dentre
as inameras plantas consumidas, a beterraba (Beta vulgaris) vem ganhando espago pois ja se
sabe da relacdo do consumo deste vegetal aos seus efeitos positivos a saude, sendo ja
evidente essa relagdo com doencas metabdlicas (Mirmiran et al., 2020), problemas
cardiovasculares (Gomes et al., 2019), diabetes (Mahmoud Abbas, 2021; Micheletti Lorizola
et al.,, 2021), cancer (Albrahim & Alonazi, 2020) entre outras enfermidades da sociedade
atual, que seguem sendo tema de estudos (Sharma et al., 2021a).

A crescente busca por alimentos com apelos a satide vem sendo alvo, estudos vém
evidenciando um grande potencial dos alimentos ditos como “funcionais”, tendenciando o
desenvolvimento de novos medicamentos a base de plantas e vegetais, sendo esses, eficazes
no combate de diversas doencas que acometem a sociedade atual (Sharma et al., 2021b; Aba
& Asuzu, 2018; Chukwuebuka & Chinenye, n.d.). Alimentos como a beterraba vermelha
(Beta vulgaris L) ganham destaque, vista que ¢ uma raiz (tubérculo) que concentra
carboidratos, nutrientes ¢ compostos com fungdes bioativas benéficas a satde, sendo entdo

inserida na alimentacdo humana como um vegetal nutritivo e com mercado em exploracao
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(Clifford et al., 2015a). Pertencente a familia das Chenopodiaceae, a beterraba vermelha tem
sua origem relatada na regido do Mediterraneo, tendo um vasto cultivo na América, Europa e
Asia (Zohary & Hopf, 2012). Os nutrientes encontrados nas beterrabas vermelhas sdo
principalmente, vitaminas, minerais, nitratos, carotenoides, flavonoides e betalainas, sendo
esse o principal pigmento que constitui a beterraba. Caracteriza-se pela alta solubilidade em
agua, estabilidade de pH e poder de tintura (Baido et al., 2020). Os pigmentos vermelhos se
dividem em dois vértices principais: betacianinas (cor vermelho-violeta) e betaxantinas (cor
amarelo-laranja), ambos com poder nutricional e de melhorar a satde (Wootton-Beard &
Ryan, 2011b).

Notavelmente, se observa um nimero desproporcional de estudos sobre as betalainas
em comparagao a outros pigmentos como antocianinas e carotenoides. Mesmo assim, nos
ultimos anos foi expressivo 0s avangos nas pesquisas sobre essa classe de pigmentos.
Pesquisas recentes realgam o potencial bioativo atrelado as betalainas, destacando-se o poder
antioxidante, antimicrobiano e desvendando o efeito frente a algumas enfermidades que
acometem a sociedade atual, como o cancer, diabetes e lipidemias (Clifford et al., 2015b).
Com isso, essa revisdo tem o intuito de explanar as betalainas frente os beneficios a satde,

desafios e perspectivas para esse pigmento majoritariamente obtido de fonte vegetal.

BETERRABA

A beterraba vermelha ¢ um tubérculo mundialmente conhecido e consumido, que
chega até a mesa da populacao na forma de salada, sucos entre outras formulacdes, que se
favorecem principalmente de seu poder de tintura. Além disso, existe um grande grupo de
espécies de beterraba, onde se tem multiplas subespécies pertencente ao género Beta L.,

destacando-se a Beta vulgaris, Beta maritima e Beta adanensis sendo as subespécies mais
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tipica e presentes comercialmente, igualmente reconhecidas como beterraba comum
(alimentacdo humana - beterraba vermelha) / beterraba agucareira (producdao de agucar e
etanol - beterraba branca) e a beterraba forrageira (alimentacdo animal - beterraba dourada),
representada na figura 1, respectivamente (Chhikara et al., 2019; Wootton-Beard & Ryan,
2011a). A origem da beterraba vermelha vem sendo relatada na regido do Mediterraneo e um
plantio em maior propor¢io na Europa, América e Asia (Zohary et al., 2012; Tanumihardjo et
al., 2015).

A beterraba vermelha ¢ um alimento considerado completo, pois contém em sua
composi¢do uma gama de macro € micronutrientes que corroboram com a manutengdo e
melhora da saude, destacando-se os carboidratos, proteinas, gorduras, vitaminas, minerais,
fibras alimentares, compostos fenolicos, agentes antioxidantes e principalmente o pigmento
avermelhado denominado betalainas (Figura 1) (ARIF et al., 2021; Tivelli et al., 2004).
Estudos elucidam que esse pigmento ¢ o agente majoritario da beterraba responsavel por
promover beneficios a saude através da potente acao antioxidante exercida no organismo
humano (Figura 1) (Sharma et al., 2021; Arif et al., 2021). Estudos elucidam que esse
pigmento ¢ o agente majoritario da beterraba responsavel por promover beneficios a saude
através da potente acao antioxidante exercida no organismo humano (Figura 1) (Sharma et

al., 2021).


https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814618314146%22%20/l%20%22b0435
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Figura 1. Beterraba e suas distintas espécies e composicao.
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Fonte: Autor, 2020.

BETALAINAS

Chenopodiaceae ¢ uma ordem de plantas responsaveis pela biossintese dos pigmentos
de betalainas que se caracterizam por coloragdes vermelhas / violetas e amarelas /
alaranjadas, e os grandes representantes dessa ordem sdo as flores e vegetais como a
beterraba vermelha. As betalainas sdo originadas a partir de um alicerce comum, o acido
betalamico (cromoforo), que se condensa com o ciclo-3,4-di-hidroxifenilalanina
(ciclo-DOPA) ou com aminodacidos e/ou aminas, logo dao origem a estruturas de betacianinas
e betaxantinas respectivamente (Miguel, 2018; Qin et al., 2020). Essas duas estruturas de
pigmentos formadas diferenciam-se principalmente na intensidade de cor gerada, sendo que
as betacianinas apresentam uma maxima absor¢do em aproximadamente 535-538 nm
(Herbach et al., 2004; Khan & Giridhar, 2015; Gengatharan et al., 2015; Polturak & Aharoni,
2018), e as betaxantinas em geral, denotam maxima absor¢ao em 480 nm, sendo visiveis na

tonalidade amarelada (figura 1) (Khan & Giridhar, 2015; Polturak & Aharoni, 2018).
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As betalainas s3o pigmentos particularmente polares sendo assim soliiveis em agua
(Esatbeyoglu et al., 2015; Polturak & Aharoni, 2019), além disso revelam ser estaveis a uma
ampla faixa de pH - 3 a 7, porém sua estrutura e coloracdo podem ser potencialmente
modificada se exposta a condigdes de pH alcalino (pH 8-14), assim por consequéncia,
desperta a curiosidade tanto no ponto de vista economico quanto cientifico (Qin et al., 2020).
Nos ultimos anos evidenciou-se a principal via responsavel pela biossintese envolvendo essa
classe de pigmentos (Polturak & Aharoni, 2018; Miguel, 2018; Khan & Giridhar, 2015).
Apos numerosos estudos, elucidou-se em partes o comportamento e as reagdes que norteiam
os pigmentos de betalainas oriundo do reino vegetal.

Dentre os parametros de estabilidade que norteiam as betalainas, destaca-se
principalmente a resisténcia do pigmento em ampla faixa de pH (3 - 7), fazendo com que se
destaquem em relacdo as antocianinas, que sdo pigmentos também com tonalidades
avermelhados porém estaveis apenas em pH 1 — 4, assim acabam por perder sua cor com o
aumento do pH, sendo essa instabilidade refletida na cor e na estabilidade quimica desses
compostos antocianicos, desfavorece o uso das antocianinas pela industria (Hrazdina et al.,

1977; Heredia et al., 1998).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os antioxidantes sao moléculas capazes de atrasar ou bloquear os efeitos nocivos da
producdao de oxigénio e impossibilitam a ag¢do de radicais livres danosos ao corpo,
aprisionando-os e paralisando-os, assim, o impacto principal dos antioxidantes estd em
proteger as cé€lulas sadias contra as agdes de radicais livre (Xu et al., 2021). Esses processos
de combate aos radicais livres ocorrem de forma natural no reino das plantas como uma

forma de defesa, e na beterraba a maior parte responsavel pela capacidade antioxidante esta
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atrelado ao pigmento betalainas. Um estudo foi publicado por (Sawicki et al., 2016) onde
oportuniza a observacao da atividade antioxidante presente em treze variedades de beterraba
vermelha com ensaios in vitro (fotoquimiluminescéncia (PCL), sal de diamoénio (ABTS), e
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)). Os autores observaram uma atividade antioxidante
positiva e significativa onde correlacionam esse resultado com o teor de betalainas presente,
ja que houve uma abstencao dos radicais e potenciais anti-radicalar nocivos (Brand-Williams
et al., 1995). Além disso, descrevem a existéncia de uma impressao digital de betalainas, isso
significa que ha uma capacidade antioxidante especifica para cada variedade de beterraba
vermelha analisada, visto que, todas as amostras reproduziram resultados diferentes de
capacidade antioxidante. Essa caracteristica singular descrita foi verificada nos estudos de
(Sawicki & Wiczkowski, 2018), onde avaliaram o impacto da fermentacdo no perfil, no
conteudo e na capacidade antioxidante de betalainas de beterraba vermelha, onde os
resultados coincidem com o estudo anterior, no qual reconhece que cada material de
beterraba apresentou uma caracteristica antioxidante distinta e inica. Outro estudo, avaliou in
vitro a atividade antioxidante, anticoagulante e a toxicidade de extrato do suco de beterraba
vermelha (Edziri et al., 2019). Esse estudo potencializa as informagdes sobre a acdo
antioxidante da beterraba, demonstrando valores relevantes de metabolitos fendlicos (39,75
mg de GAE/ g) e flavonoides (20,73 mg de CE / g). Esses compostos estudados j& foram
relatados como agentes redutores (Taira et al., 2015), doadores de elétrons e com poder
inibitério de oxigénio (Ozyiirek et al., 2008). Os resultados para a agdo anticoagulante e a
toxicidade do extrato analisado se mostraram positivos € promissores, sendo relatados como
surpreendentes para ambos os testes, ainda, consta que os extratos metabdlicos de beterraba
vermelha s3o desprovidos de total efeito citotoxico com a afirmacdo da falta de

genotoxicidade. Com tudo, os resultados consolidam uma alegagdo relevante e atual de uma
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nova fonte de compostos bioativos que tem grande potencial para futuros estudos no

tratamento de diversas doengas e problemas de satde da sociedade atual.

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Agentes antimicrobianos obtidos em extrato dos residuos de beterraba, foram
aplicados diretamente em formulacdes de smoothie (bebida de frutas / vegetal) sobre a
possibilidade de uma acdo antimicrobiana presente nesse extrato (Fernandez et al., 2020). A
acdo antimicrobiana foi analisada frente as bactérias Listeria innocua, Escherichia coli e
Saccharomyces cerevisiae, ocorrendo entdo a redugdo das contagens de 1 a 3 log nos testes
com L. innocua, ja com Escherichia coli observou-se um comportamento bacteriostatico,
seguidamente da identificaram da redugdo significativa em contagens de S. cerevisiae. Esses
resultados podem ser esclarecidos através da relagdo dos compostos antioxidantes presentes
na beterraba (fenolicos, terpenos e saponinas) (Ramos et al., 2017) por meio de alteragdes
potencialmente destrutivas na membrana das bactérias estudadas, como mudangas na
integridade da membrana, hidrofobicidade e carga superficial, seguidas do extravasamento de
conteudos intracelulares e por fim morte celular (Lopez-Romero et al., 2018). O efeito do
extrato natural de beterraba vermelha foi reavaliado frente a bactérias classificadas como
gram-negativas (E. coli) e gram-positivas (Staphylococcus aureus) (Buruc et al., 2015),
assim, foi possivel esclarecer mais sobre agdo antimicrobiana exercida por esse extrato.
Descreve-se que as bactérias gram-negativa foi a que mais sofreu acdo do extrato de
beterraba, pois sua parede celular € constituida de grandes quantidades de lipidios e por tanto,
teve maior acdo de solubilizagdo dos agentes funcionais do extrato, enquanto isso, as
bactérias gram-positivas revelaram atividade desigual a acdo dos compostos de beterraba,

tenda em vista que, denotam de uma parede celular com menos lipidios € com expressiva
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quantidade de peptidoglicanos (Beveridge, 1999), dificultando assim a acdo dos compostos
naturais extraidos de beterraba vermelha. Os estudos elucidam o grande potencial de
aplicacdo desses compostos nao apenas nos ganhos nutricionais, mas também como agentes
antimicrobianos elevando a vida de prateleira de produtos pereciveis, levando assim

vantagens para as industrias e produtores de alimentos.

EFEITOS SOBRE DOENCAS DA SOCIEDADE ATUAL

O cancer ¢ uma enfermidade que atinge a sociedade atual assim como a diabetes ¢ as
lipidemias (problemas relacionados aos niveis de lipidios totais, colesterol total e
triglicerideos) (White et al., 2016). Em vista disso, pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim
de identificar uma cura, tratamento ou prevencao dessas e outras enfermidades. A beterraba
vem ganhando destaque nas pesquisas, pois € de facil acesso e comprovadamente rica em
compostos bioativos com potenciais ainda em exploragao, os estudos com o pigmento de
beterraba (betalainas) vem sendo desenvolvidos a fim de evidenciar alguns beneficios frente a
doencas. Assim, a combinacdo de betalainas (betacianinas e betaxantinas) de raizes de
beterraba vermelha (Beta vulgaris var. rubra L.) em conjunto com compostos antioxidantes
da classe dos flavonoides (vitexina) extraida de acelga (Beta vulgaris cicla L.) foi testada, e
apresentou um potente efeito sinérgico diante de linhagens celulares cancerigenas do colon
(Farabegoli et al., 2017), além disso, o extrato de beterraba e betainas (classe das betalainas)
foi aplicado com sucesso em células do cancer colorretal (Saber et al. 2020), logo, o extrato
se mostrou significativamente eficiente na inibigdo do crescimento de linhagens celulares
cancerigenas, realcando assim, os efeitos anti-inflamatorio desses compostos (Lechner &
Stoner, 2019). Esses resultados (tabela 1) irdo possibilitar a expansdo das ferramentas

quimiopreventivas naturais para individuos com cancer e outras comorbidades.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/swiss-chard
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Tabela 1. Estudos com extratos ricos em betalainas frente algumas doengas que acometem a sociedade atual.

Fonte Enfermidade Resultados Referéncias
. Doenca O consumo do suco ('ie 'be.terraba dgrantf: a pandemla de COVID—1'9 € (Volino-Souza et al., 2020)
Beterraba (Beta vulgaris) cardiovascular recomendado, a fim de diminuir algum risco a satide cardiovascular proveniente

do confinamento.

Atividades  Forte atividade antioxidante e antigenotdxica, além de ser desprovida de (Koss-Mikotajczyk et al., 2019)

Beterraba (Beta vulgaris S . . ~ . S
( garis) biologicas citotoxicos e apresenta nula intervencdo em atividades enzimaticas testadas.

Protege a mucosa jejunal e o parénquima pulmonar, reduzir as células

inflamatérias,efeito protetor em lesdes do parénquima pulmonar e mucosa jejunal, (Toth et al., 2019)
acdo anti-inflamatdria. Sugere uma melhora de 100% na arquitetura histologica

apos o tratamento.

Extrato de beterraba
vermelha (Beta vulgaris) Isquemia

Atividade antioxidante, anti-hiperglicémica, anti-inflamatéria,inibi¢io de enzimas (Gomez-Maqueo et al., 2019)

Peras espinhosas (betalainas) Diabetes tipo 2 . . . . N
P ( ) p relacionadas ao diabetes tipo 2 e potencial nutra-farmacéutico.

Beterraba vermelha (Beta Doengas Redugdo significativa ~da concentragdo de’homo.ms’te.ma, ghcoseN, trlgllgerlc!egs, (Rahimi et al., 2019)
vulgaris) . colesterol total, redugdo da pressdo sanguinea sistolica (contragdo) e diastolica
cardiovasculares (repouso)

Redugdo dos niveis de glicose plasmatica, insulina, subprodutos da peroxidagio
Diabetes lipidica, promovendo impactos benéficos sobre os rins e validou o efeito protetor (Indumathi et al., 2018)
de betanina em ratos diabéticos.

Betanina industrializada

Melhora da insulina, benéficos na homeostase da glicose, restauragdo dos niveis .
. . . > . N . ) Dhananjayan et al., 2017
Betanina industrializada Diabete tipo 2 de carboidratos e enzimas metabolicas, além do potencial curativo da betanina ( Jay )
frente a danos no pancreas e figado.
Caules e folhas de beterraba . Reduzir os danos ao figado causados por uma dieta hiperlipidica, melhora dos (Lorizola et al., 2018)
. Obesidade R i1 ~ - .
(Beta vulgaris L.) parametros metabodlicos pela agdo de compostos bioativos presentes (flavonoides).
Beta vulgaris var. (ciclaL) e

Beta vulgaris var (rubra L) Cancer Acdo anti-inflamatéria, antioxidante, quimiopreventiva, antitumoral, e efeito

citotoxico.



Beterraba (Beta vulgaris)  Cancer de mama

Beterraba (Beta vulgaris) Anemia

Insuficiéncia

Beterraba (Beta vulgaris - respiratoria aguda

enriquecida em nitrato)

Doenga de
Beterraba (extrato Parkiison
concentrado de Beta vulgaris)
Betalaina (padrio analitico) Alzheimer
Beterraba
(triptofano-betaxantina e Cancer
betalainas) (Beta vulgaris)
Folhas de beterraba (Beta -
Memoria

vulgaris)

Beterraba (Beta vulgaris) Danos cerebrais

Agente anticancer, com efeito antiproliferativo nas células de cancer de mama,
mostrando-se capaz de suprimir a proliferacdo e a formacdo de células tronco do
cancer de mama.

Aumento da hemoglobina, proteinas, fibras, calcio, fosforo e ferro, além do
controle e reversdo do estresse oxidativo, bem como um efeito antianémico.

Resultados promissores, com um aumento dos niveis de nitrato e nitrito no sangue
de forma segura, além de avaliar o impacto na fase de convalescenca da doenca,
sendo registrada como a etapa mais adequada para a administracdo da beterraba
enriquecida.

Diminui¢do dos niveis de superdxido dismutase e catalase, reduzindo
significativamente o nivel de peroxidacdo lipidica, restauragdo das enzimas
antioxidantes defensivas no cérebro de ratos, apresentando-se uma poderosa
ferramenta protetora contra a doenga de Parkinson.

Atenuacdo dos efeitos da doenga de Alzheimer na capacidade de memoria e
aprendizagem, suprimindo as deficiéncias de aprendizagem, as lesdes de tecido e
disfungdo colinérgica. Os efeitos positivos, deve-se a potente a¢do antioxidante
deste composto, sendo assim, um promissor agente no tratamento de doengas
neurodegenerativas.

Reduziu o crescimento tumoral in vivo no modelo animal Caenorhabditis elegans,
reduzindo o tamanho do tumor em 56,4%, prolongou a vida do animal em 9,3%,
mostrando-se altamente eficicia e com baixa toxicidade, a vista disso,
caracteriza-se com grande potencial fitoquimico, anticancer, quimioprevengdo e
de tratamento.

Apresentou efeitos neuroprotetores, onde o extrato exibiu atividade protetora
contra danos cercbrais ¢ de memoria. A folha de B. vulgaris pode ser usada como
uma erva medicinal devido a altos niveis de compostos antioxidantes e
polifendlicos.

Potencial agente neuroprotetor no dano cortical inibindo os pro-oxidantes,
aumentou as moléculas antioxidantes enddgenas corticais, evidenciando a acdo
contra a neurotoxicidade.

(Liu et al., 2020)

(Abdo et al., 2021)

(Files et al., 2020)

(Nade et al., 2015)

(Shunan et al., 2021)

(Henarejos-Escudero et al., 2020)

(Hajihosseini et al., 2017)

(Albasher et al., 2020)
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FATORES QUE INTERFEREM NA ESTABILIDADE DAS BETALAINAS

As fontes de betalainas manifestam cores vibrantes em flores e frutos com restrita
ocorréncia de espécies produtoras, pois limitam-se a familia das Chenopodiaceae, sendo
encontradas em grande maioria em flores avermelhadas e vegetais como a beterraba vermelha
(Tanaka et al., 2008). A exploragdo desse pigmento natural pela industria se faz necessaria
para uma futura substitui¢do dos pigmentos sintéticos que podem estar associados ao
aparecimento de problemas de satde e poluicdo de dguas (Tkaczyk et al., 2020). Porém, a
extracdo das betalaina por industrias (alimenticia, farmac€utica ou téxtil) tende a ser um
desafiador obstaculo em comparag@o ao uso de corantes sintéticos, pois o pigmento natural de
betalaina manifestam baixa estabilidade em situagdes especificas e assim dificulta a sua
aplica¢dao (Herbach et al., 2004; Herbach et al., 2006a). Embora o uso de pigmentos de fontes
alternativas seja de dificil aplicacdo na industria de alimentos em virtude da tendéncia em
degradar quando expostos a luz e altas temperaturas, crescentes pesquisa estdo voltadas para o
desenvolvimento de tecnologias a solucionar essa adversidade, assim serd possivel a
ampliacdo das fontes de pigmentos naturais para futuras aplicacdes nas industrias de
alimentos.

Os principais fatores que obscurecem a estabilidade das betalainas durante o
armazenamento sdo os fatores extrinsecos, como temperatura, luz e oxigénio (Herbach et al.,
2006b; Cejudo-Bastante et al., 2014). Esses fatores sdo os principais agentes que causam a
instabilidade e degradacdo das moléculas de betalainas, sendo assim, os estudos estdo focados
a desvendar e solucionar essa lacuna da estabilidade desse pigmento.

Do ponto de vista tecnologico a utilizagdo da temperatura se faz inevitavelmente
presente nas industrias, tanto para extracdes (pigmentos) como também, para o tratamento

térmico (eliminagdo de contaminantes) (Kayin et al., 2019a), em vista disso, a aplica¢dao de
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temperatura ¢ uma acdo indispensavel durante o processamento. No entanto, um fator
limitante ¢ a exposi¢do do pigmento durante a vida de prateleira, pois temperaturas de
armazenamento € a incidéncia de luz se tornam nocivos a estabilidade de betalainas, uma vez
que, alavancam os processos de degradacdo através de reagdes como isomerizagdo,
descarboxilagdo e desidrogenagdo, como resposta, convertem a sua cor vermelho-violeta a um
marrom amarelado (Kerr & Varner, 2019; Sonar et al., 2019). Um estudo publicado em 2019
por (Kayin et al., 2019b), avaliou o efeito da temperatura e da incidéncia de luz em suco
concentrado de beterraba vermelha, onde se revalidaram que a luz ¢ um fator importante para
evitar a degradacdo do pigmento, esclarecendo que betaxantinas sdo mais susceptiveis a
degradagdo que as betalainas, além de detectarem que a taxa de degradagdo aumenta quando
se tem periodos prolongados de tempo e temperatura de armazenamento, no mais,
constataram que em 25°C ha uma lenta degradacdo de que em temperaturas mais altas no
mesmo periodo de tempo, sendo essa uma temperatura favoravel para se manter a estabilidade
do pigmento, ainda se observou um aumento no conteudo fenolico, que poder ter ocorrido em
virtude da degradacdo das moléculas de betalaina, sendo esses, os produtos da degradacao.
Essa tendéncia também foi relatada no estudo de (Otalora et al., 2020), onde foi estabelecida
uma relacdo da degradag@o acelerada frente aos pardmetros de tempo e temperatura, além de
identificar maior estabilidade em temperaturas de 5°C e 25°C com perdas de até¢ 1%. Além
disso, ressalta-se que betacianinas foram mais estdveis que as betaxantinas e aponta que a
presenca de residuos de lignina da parede celular das beterrabas pode ter auxiliado na

protecdo dos pigmentos tendo uma fungao direta como um agente antioxidante.

INOVACAO E APLICACOES EM ALIMENTOS
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Novas abordagens para os pigmentos de betalainas estdo sendo descobertas, pesquisas recentes

visam a aquisi¢do do pigmento avermelhado através de novas fontes e tecnologias. Essa atencgao
recente as betalainas justifica-se pela abundancia de compostos biologicamente ativos € com
potenciais efeitos quimiopreventivos. O interesse em descobrir processos confiaveis,
repetiveis e escalaveis para a obtencdo desse composto ¢ decorrente. O avango na
biotecnologia revelou ser possivel a biossintese de betalainas por meio de bactérias, sendo a
Gluconacetobacter diazotrophicus a primeira bactéria a sintetizar betalainas a partir da agao
de uma unica enzima, obtendo as betalaina no decorrer de poucas horas. Com isso,
expande-se as possibilidades de sintetizar betalainas por procariontes, em sistemas fechados e
condi¢des controladas, deixando de ser um processo restrita a planta da ordem de
Caryphyllales e de alguns fungos especificos (Contreras-Llano et al., 2019; Guerrero-Rubio
etal., 2019).

A aplicagdo das betalainas em produtos alimenticios com apelo funcional se mostra
promissora, decorrente da elaboracdo de geleia de beterraba vermelha. Os compostos
bioativos presentes (fenolicos, flavonoide e betalainas), foram parcialmente preservados no
produto durante o processamento, além da notavel bioacessibilidade resultante da estocagem
sob refrigeracdo (Wang et al., 2020). J4 a aplicacdo do p6 de beterraba vermelha em
hamburguer de carne bovino, além da eminente agdo antioxidante e antimicrobiana,
observou-se uma intensificagdo da vermelhiddo nas amostras, logo acredita-se que o p6 de
beterraba seja capaz de ampliar a vida 1util do produto carneo (Marrone et al., 2021). Do
mesmo modo, o efeito do extrato de beterraba sobre a cor em presuntos cozidos foi promissor,
contudo, salienta-se um futuro promissor das betalainas provenientes de beterraba vermelha
na aplicagdo em produtos carneos (Dias et al., 2020). A vista que, ¢ relevante a ampliagdo
desses produtos com apelo funcional, o extrato de beterraba foi adicionado a formulagao de

uma bebida de beterraba com apelo probiodtico atrelado, onde foi notdvel o aumento
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significativo dos bioativos (fenélicos, flavonoides e atividade antioxidante) presentes no
produto final. Com tudo, a bebida probidtica ndo lactea se torna um promissor livre de

colesterol e com compostos que irdo promover satde (Panghal et al., 2017).

CONCLUSAO

As betalainas provenientes da beterraba sdo pigmentos obtidos de forma particular da
familia Chenopodiaceae, mas destacam-se pela estabilidade em ampla faixa de pH. Os
estudos relatados nesta revisdo ressaltam o potencial inovador desse pigmento natural na
utilizacdo como agente antioxidante, antibactericida, benevolente para a saude, onde se
mostra um potente e inovador elemento na elaboracdo de novos medicamentos para doengas
que acometem a humanidade, enfermidades essas que muitas vezes sdo tratadas com
medicagdes agressivas, que podem causar inimeros efeitos colaterais aos pacientes. Ademais,
novos estudos vém sendo desenvolvido em prol de incorporar as betalainas cada vez mais em
diferentes alimentos, assim ampliar a gama de produtos funcionais no mercado, promovendo
satde e elevando os aspectos tecnologicos do produto. Com tudo, se faz necessario a busca de
tecnologias alternativas para preservar com eficiéncia esse pigmento durante a vida de
prateleira do produto desenvolvido, pois se observa uma instabilidade do pigmento se exposto
as condicdes desfavoraveis durante o armazenamento, como temperaturas, oxigénio e luz.
Apesar de ser necessario o cuidado de alguns pontos cruciais para se obter e preservar o
pigmento, as betalainas se mostraram um potencial agente de pigmentagdo natural alternativo

para a promogdo da satde e no desenvolvimento de novos produtos alimentares.
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Co-encapsulacio de Lactobacillus plantarum e compostos bioativos extraidos
do caule da beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) por spray dryer

Resumo

As bactérias probiodticas e os compostos bioativos obtidos de origem vegetal, vem ganhando
destaque pois sdo dois promissores ingredientes com potencial de elevar a saudabilidade dos
alimentos ditos como funcionais, ja que ha uma recorrente busca pelos mesmos na atualidade.
No entanto ambos compostos mencionados sdo sensiveis a fatores intrinsecos e extrinsecos
tanto no processamento como também no acondicionamento do produto acabado. Nesse
sentido, o presente estudo tem como objetivo co-encapsular bactérias probidticas e compostos
extraidos do caule de beterraba vermelha, a fim de avaliar a interacdo, viabilidade e
resisténcia de ambos compostos juntos. Ao estudar a co-encapsulacdo de L.plantarum e
betalainas extraidas do caules de beterraba, foi observada uma sutil influéncia na viabilidade
de probidticos na concentragdo mais alta de extrato (100%), em contrapartida, a concentracao
de 50% foi a que melhor viabiliza a sobrevivéncia de L.plantarum em acondicionamento de
25, 8 e -18 °C. A viabilidade das betalainas e do probidtico foi mantida no armazenamento em
temperaturas de 8 e -18 °C, pois a viabilidade e estabilidade dos encapsulados durante 120
dias foi alcangada com éxito. Assim, a formulag¢do polifuncional desenvolvida neste estudo
mostrou-se promissora, pois amplia as possibilidades de aplicacdo e desenvolvimento de
novos alimentos.

Palavras-chave: probidtico, betalainas, bioativos, residuo, caule de beterraba, spray dryer.

1 Introducao

A crescente procura por alimentos de qualidade que proporcionem ndo apenas

nutricdo, mas também saude, vem sendo destacada. Isso reflete diretamente na crescente e
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progressiva evolucdo nas pesquisas em ciéncia dos alimentos e nutricdo (Manzoor et al.,
2021). Uma alimentagdo saudavel e balanceada vem sendo associada a aquisicdo de
novos produtos, que apresentam em sua composicao ingredientes além dos ja encontrados. Os
estudos nesse esfera, abrange alimentos naturais e industrializados, que em sua maioria
almejam a inclusdo de novas formulag¢des contendo grupo de compostos bioativos de interesse
(Hansen & Thomsem, 2018; Vizireanu & Hruschka, 2018), onde j& se detém o conhecimento
dos efeitos positivos na saiude, e com isso, desvendam a quantidade e propor¢des assertivas
para a inclusdo desses novos achados aos produtos desenvolvidos (Sharifi-Rad et al., 2020).
As principais classes de bioativos que vem em recorrente tendéncia sdo a dos
probidticos e pigmentos naturais ricos em compostos bioativos (Cunningham et al., 2021). E
recorrente o forte apelo na narrativa da relag@o intestino-cérebro, onde acredita-se que uma
microbiota equilibrada promove benéficos ndo apenas ao intestino (Snigdha et al., 2021). Os
probidticos sdo definidos pelos 6rgdos regulamentadores como, microrganismos vivos que
quando ingeridos em quantidades adequadas e com frequéncia, tem o potencial de se aderir ao
epitélio intestinal com o objetivo de promover saude e bem estar, além de outros beneficios
secundarios vinculados (FAO / OMS, 2002; Koirala & Anal, 2021). J4 se sabe que os
probioticos produzem compostos bioterapéutico que exercem varios efeitos a satde, como
por exemplo a regulacdo da flora intestinal, a¢do antimicrobiana frente a bactérias
patdgenas, regulagdo do pH intestinal, além de restaurarem a microbiota apds casos de
diarreias (Zendeboodi et al., 2020). No entanto, os estudos de moléculas biologicamente
ativas presentes principalmente em plantas ¢ contemporaneo, ¢ vem sendo destaque no
desenvolvimento de novos produtos voltados a saudabilidade e nutricdo (Abuga et al., 2021;
Pires et al., 2021). Uma forte representante atual dessa classe de moléculas bioativas, sdo as
betalainas, que destacam-se frente a outros compostos, pois sdo relativamente mais estaveis a

alteracdes de pH, possuem uma singular solubilidade e alta atividade antioxidante que
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promove beneficios a saude ja relatada (Spiegel et al., 2021). Além do mais, as betalainas
apresentam uma solubilidade singular, onde facilita sua extragcdo por tecnologias verdes
utilizando apenas agua (Otalora et al., 2020). As betalainas s3o abundantemente encontradas
na raiz beterraba, porém um desafio ¢ a reutilizacdo das partes menos nobres desse tubérculo,
como os caules e folhas que geralmente sdo rejeitados, porém sdo matrizes tdo valiosas
nutricionalmente e biologicamente quanto a raiz beterraba (Rodriguez-Amaya, 2019; Coman
et al., 2020; Sadowska-Bartosz & Bartosz, 2021a).

Ambos compostos destacados, sofrem com fatores intrinsecos (enzimas) e extrinsecos
(pH, oxigénio, luz, temperatura) quanto adicionados sem alguma prote¢ao no processamento
de alimentos, além disso, sdo afetados negativamente durante a digestio humana, reduzindo
ou perdendo totalmente sua eficiéncia, portanto proteger a eficiéncia de compostos de
interesse ¢ um desafio importante que precisa ser enfrentado durante o desenvolvimento de
novos produtos alimenticios funcionais (Nualkaekul & Charalampopoulos, 2011a; Sawicki et
al., 2016; Tossi et al., 2021; Chuah & Mao, 2020). Nesse sentido, ja existem novas
tecnologias voltadas para reduzir essa problemdtica (Raddatz & Menezes, 2021). Dentre elas,
a microencapsulagdo por spray dryer ja ¢ conhecida e apresenta uma solugdo promissora na
area de alimentos, onde proporciona um revestimento de particulas de interesse solidas ou
liquidas no seu interior, tem como premissa a entrega direcionada dos compostos revestidos
na exata fracdo do intestino, onde ocorrera a acado dos mesmos, resistindo entdo, as alteracoes
de pH durante digestdo (Kuley et al., 2021; Sharifi et al., 2021a). A principal vantagem da
atomizagdo por spray dryer estd no fornecimento de microcépsulas em po, onde ira facilitar
processos de entrega e ampliagdo da estabilidade dos compostos devida a reduzida atividade
de agua contida nas particulas (Sabarez, 2021). Portanto, a microencapsulagdo possibilita a
ampla exploragdo de diferentes compostos no seu interior. Preservar a eficacia de bactérias

probioticas e compostos bioativos como as betalainas, ¢ um desafio recorrente, que precisa ser
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enfrentado durante o desenvolvimento de novos produtos alimenticios funcionais (Nualkaekul
& Charalampopoulos, 2011; Janiszewska, 2014).

Logo, o presente estudo teve como objetivo co-encapsular pela técnica de secagem
por atomizacdo em spray dryer de bactérias probidticas (L. plantarum) com o extrato aquoso
de betalainas obtido do caule de beterraba vermelha, a fim de investigar a influéncia,

viabilidade, estabilidade e eficiéncia de encapsulacao de ambos os compostos.

2 Materiais e Métodos

2.1 Materiais utilizados

As beterrabas Beta vulgaris L. (cultivar Boro) foram adquiridas em uma propriedade
rural localizada em Julio de Castilho, RS — Brasil, ¢ armazenadas a 8°C até o momento da
extracdo. Para o desenvolvimento das microcapsulas foram utilizadas maltodextrina
(Ingredion, Sao Paulo, Brasil), goma ardbica (CNI, Sao Paulo, Brasil), trealose (Hayashibara,
Sdo Paulo, Brasil), Twen 80 (Synth, Sdo Paulo, Brasil), glicerol ( Enerquimica, Parana,

Brasil) e cultura probiotica de Lactobacillus Plantarum (Coana, Santa Catarina, Brasil).

2.2 Preparo do inoculo

A cepa liofilizada de L. plantarum foi ativada previamente ao processo de
microencapsulacdo, adicionando 1 g da cepa em 100 mL de caldo MRS (Merck, Alemanha) e
incubado por 16 horas a 37°C. Na sequéncia essa solugdo foi centrifugada a 2470 x g por 15
minutos a 4°C, e o sobrenadante foi lavado com solu¢do de NaCl (0,85%) e coletado para
posterior adigdo ao processo. A concentragdo inicial dessa cultura probidtica ativada foi de

aproximadamente ~ 10 log UFC / mL (Etchepare et al., 2016).
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2.3 Preparo do extrato de betalainas

Os magos de beterrabas foram devidamente sanitizados e os caules foram separados,
posteriormente foram congelados por 24h a -18°C, apos, liofilizados por 24h, e entdo os
caules secos foram triturados em moinho de facas. O extrato foi obtido seguindo a
metodologia de OMAE et al. (2017) com algumas alteracdes descritas na sequéncia: o extrato
foi preparado com éagua destilada & 60°C na propor¢do de 1:40 (m/v), seguida de agitacdo em
vortex por 10 segundos e centrifugada a 4320 x g, 10°C por 10 min, o sobrenadante foi
coletado e filtrado sob vacuo em papel filtro qualitativo (80 g/m?). Apos a extragdo das

betalainas, o extrato foi separado para as andlises sequenciais e microencapsulagao.

2.4 Produgao das microcéapsulas por spray dryer
A producao das microcapsulas foi realizada seguindo a metodologia proposta
anteriormente por Nunes et al. (2017a), com modificagdes listadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao dos tratamentos com e sem microencapsulacao.

Tratamentos

Reagentes

T, T, T, T, T;
Goma Arabica - - 4¢ 4¢ 4¢
Thealose - - 4¢g 4g 4g
Maltodextrina - - 2¢g 2¢g 2g
Twen 80 - 0,1 mL 0,1 mL 0,lm
Glicerol - - 1,90 mL 1,90 mL 1,90 mL
Cultura probiodtica lg lg lg lg
Extrato de betalainas - 100 mL - 100 mL 50 mL
Agua - - 100 mL - 50 mL
Concentracdo final de s6lidos (m / v): ~12%

T,= cultura celular na forma livre de L. plantarum, T,= extrato do caule de beterraba na forma livre, Ts=
microcapsulas com L. plantarum sem extrato, T,= microcapsulas com L. plantarum com 100% de extrato do
caule de beterraba e Ts= microcapsulas com L. plantarum com 50% de extrato do caule de beterraba.
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O processo de microencapsulagdo foi realizado em spray dryer laboratorial (MSD 1.0
Labmaq, Sao Paulo, Brasil) com temperatura de operacdo de entrada de 120°C e temperatura
de saida de 85°C = 5°C. As diferentes solugdes de alimentacdo, mantidas sob agitacdo, foram
introduzidas no sistema de secagem por meio de uma bomba peristaltica com taxa de
alimenta¢do de 0,47 L / h, vazdo de ar de secagem de 40 L / min, pressdo de ar de 0,6 MPa e
um bico atomizador de 1,5 mm de diametro. As microparticulas foram coletadas e transferidas

para frascos estéreis e armazenadas.

2.5 Morfologia e tamanho médio das microcépsulas

A morfologia das microcapsulas secas foi observada em microscopio eletronico de
varredura (MEV). A distribui¢do do tamanho médio de particula foi medida usando o
equipamento de difracdo a laser Mastersizer 3000 (Malvern, Alemanha), utilizando 4gua

como meio de dispersdo.

2.6 Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

A eficiéncia de encapsulagdo (EE%) foi realizada para probidticos € o composto
bioativo (betalainas) seguindo a metodologia sugerida por Petraityté e Sipailien¢ (2019), onde
foi desenvolvida uma equacdo (Equagdo 1) que representa a taxa de sobrevivéncia de
microrganismos e a quantidade de betalainas (EE%) durante o processo de

microencapsulacao.

Equacio 1 - EE% = (N/ N) X 100

Onde N ¢ o numero de células viaveis (log UFC g'l) ou betalainas (mg / L) libertadas a partir
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das microcapsulas, e N € o numero de células viaveis (log UFC g'l) ou betalainas (mg / L)

no concentrado pré-encapsulagao.

2.7 Avaliacao da viabilidade de L. plantarum e betalainas ao armazenamento

A fim de determinar a viabilidade de L. plantarum e a estabilidade do extrato de
betalainas tanto livres como microencapsulados, foram realizadas andlises a cada 15 dias, com
as amostras armazenadas em frascos estéreis nas seguintes condi¢des: 25 + 1 °C, 8+ 1 °C e

-18 = 1 °C, por um periodo de 120 dias, segundo (Oliveira et al., 2007).

2.8 Viabilidade probiotica de Lactobacillus plantarum

A liberagdo das bactérias a partir do desencapsulamento das microcapsulas foi
realizada de acordo com o método proposto por Sheu, Marshall e Heymann (1993) com
modificagdes. O procedimento de desencapsulacdo consistiu em pesar 0,1 g de amostra,
adicionar 9,9 mL de solugdo tampao fosfato estéril (pH 7,5) e homogeneizar por 10 min, a
partir desta primeira diluicdo serdo realizadas as diluigdes decimais seriadas em agua
peptonada 0,1%.

Para a contagem de L. plantarum serdo transferidas aliquotas de 1,0 ml das dilui¢des
escolhidas em triplicatas para as placas de petri. Sobre cada amostra sera adicionado o meio
de cultura MRS Agar com sobrecamada. A confirmag¢do das coldnias tipicas sera realizada em
um contador de colonias eletronico (LOGEN - LS6000) apos a incubagdo por 72 horas sob

anaerobiose a 37 °C.

2.9 Quantificacdo fotométrica aproximada de betalainas totais livres e microencapsuladas
A concentracdo de betalainas foi determinada em funcdo da concentragdo de betanina

(mg / L de extrato). Para a quantificagdo de betalainas dentro das microcapsulas, seguiu a
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desencapsulagdo descrito no item 2.8, posteriormente centrifugou a amostra em 12000 x g por
5 min a 10 + 1 °C, separando os residuos da microcépsula, do extrato, obtendo uma amostra
limpida para andlise fotométrica. A quantificacdo das betalainas totais seguiu a metodologia
sugerida por Herbach; Stintzing; Carle (2004) onde a amostra (livre e encapsulada/rompida)
foi diluida com o solvente extrator (dgua) e quantificada em espectrofotdometro UV/ VIS
(Agilent 8453 UV-visible spectrophotometer) onde quantificou-se a partir da equagdo
proposta pelos autores: Betalainas totais [mg /L] =[(A x DF x MW x 100) / E x L], onde A ¢
a absor¢do méaxima a 536 nm, corrigida por absor¢do a 600 nm, MW representa a massa
molar de betanina (550 g mol™), DF ¢ o fator de diluigdo, E é a absor¢do molar (6000 L mol™

cm™) e L é o comprimento do caminho 6ptico (cm).

2.10 Resisténcia ao tratamento térmico

A resisténcia ao tratamento térmico foi avaliada como proposto por Zhang, Lin e
Zhong (2015) com algumas modificagdes. Para isso, 0,1 g de microcapsulas e 1 mL de cultura
livre foram transferidos para tubos de ensaio contendo 9 mL de 4gua peptonada (0,1%) estéril.
O conteudo foi entdo submetido a diferentes condi¢des térmicas, sendo 72 = 1 °C por 15 seg e
63 + 1 °C por 30 min, simulando a pasteurizacdo répida e lenta respectivamente. Apos
processo de pasteurizacdo, os tubos foram ligeiramente resfriados por imersao em gelo por 15
minutos. Por fim, as aliquotas foram coletadas e a viabilidade celular foi determinada

seguindo os itens 2.8.

2.11 Avalia¢do da sobrevivéncia de L. plantarum livre e microencapsulado em condigdes
gastrointestinais simuladas
Para avaliar a sobrevivéncia dos probidticos frente ao sistema gastrointestinal, foi

realizada uma simulagdo in vifro dessas condigdes seguindo o método proposto por
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(MADUREIRA et al., 2011) com modificagdes. A viabilidade das bactérias foi avaliada
(esdfago / estobmago, duodeno e ileo). Durante o procedimento, as aliquotas serdo retiradas
apds 0 min, 90 min (esofagica / estdmago), 110 min (duodeno), e 200 min (ileo), analisando a
sobrevivéncia do L. plantarum livre e microencapsulados através da enumeragdo em agar
MRS conforme item 2.8.

Na etapa onde simula a fase esofago/estdmago, foi pesado 0,1g de microcapsulas
seguida de homogeneizag¢do com 25 mg mL™" de pepsina (Sigma, Alemanha) em HC1 0,1M a
uma concentra¢do de 0,05 mL por 90 minutos, e o pH ajustado para 2,0 com HCI 1M. Na
etapa onde foi simulado o duodeno, uma solucdo contendo 2g de pancreatina (Sigma) e 12 g
L' de sais biliares bovinos (Sigma) em NaHCO; 0,1 M, em pH 5,0 foi usada em concentra¢io
de 0,25 mL. Concluindo, na etapa onde simulou-se o ileo, o pH foi ajustado para 6.5 usando
0,1 M de NaHCO;. As solugdes foram preparadas no momento da andlise, sendo esterilizadas
por filtragdo em membrana (poro 0,20um) (Millipore, Billerica, MA, EUA). A andlise foi
realizada em incubadora refrigerada com agitacdo (TE-421, Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) a
37°C simulando a temperatura corporal e condi¢des de agitagdo para simular os movimentos

peristalticos do trato digestivo.

2.12 Analise estatistica

As analises foram feitas em triplicata e as diferencas significativas entre as médias

para os valores obtidos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey

com o auxilio do programa STATISTICA® versao 10.0, em nivel de 5% de significancia.

3. Resultados e Discussoes

3.1 Caracterizagdo de microcapsulas obtidas por Spray dryer
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A caracterizacdo das microcapsulas obtidas por spray dryer foram descritas na tabela
3, onde se avaliou a viabilidade, tamanho médio de particulas e a EE dos probioticos e de
betalainas. Observa-se que, provavelmente a quantidade de extrato substituido nas
formulagdes e a concentragdo de solidos utilizada de 12% interferiu de forma significativa no
tamanho das microcépsulas e na EE de ambos tratamentos (Antigo et al., 2020), além disso,
verifica-se um possivel efeito sutil da acdo antimicrobiana (Hu et al., 2020, Lages et al.,
2021) atribuida as betalainas, tratando-se de resultados atipicos aos achados por Machado
Vasconcelos et al., (2021) e Jouki et al., (2021). No entanto um recente estudo realizado por
Pupa et al, (2021a) revela resultados semelhantes aos descritos na tabela 3, onde ao
encapsuladas L. plantarum por spray dryer atingiu ~ 75% de eficiéncia de encapsulagdo e

tamanho médio de particulas + 12,88 pm.

Tabela 2 - Viabilidade, tamanho médio das microparticulas e eficiéncia de encapsulagdo

Viabilidade po6s-encapsulacio

Tratamentos Probidtico UFC/ Extrato mg/L Tamanho médio EE % EE %
g de particula (um)  Probiético Extrato

T1 (inicial) *10,11 = 0,03? B

T2 - 92.61 + 0,00? -

T3 7,22 +0,05° - 5,76 +1,08° 71,43 +0,65° -

T4 724 +0,18° 64,27 + 0,02° 27,30 + 0,00° 71,56 + 1,68% 69,39 + 0,02°
T5 7,44 + 0,05 57,52 + 0,07 10,20 + 0,00° 73,57 £0,67° 62,11 +0,08°

M¢édias seguidas de diferentes letras mintsculas diferem estatisticamente na coluna (teste de Tukey, p <0,05).
T,= cultura celular na forma livre de L. plantarum, T,= extrato do caule de beterraba na forma livre, T;=
microcapsulas com L. plantarum sem extrato, T,= microcapsulas com L. plantarum com 100% de extrato do
caule de beterraba e Ts= microcapsulas com L. plantarum com 50% de extrato do caule de beterraba.

A morfologia das microcapsulas foi elucidada por imagens do MEV (Figura 1) com

magnificagdo variando de 500 a 8000 x. Em geral, para A, B, E e F apresentou estruturas
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arredondadas com rugosidades aparentes e aglomeradas, e para C e D microcapsulas
desuniformes, sem estrutura definida, além de aglomeracdo e superficies irregulares (Sharifi
et al., 2021b). No entanto, nenhuma rachadura foi observada nas superficies de ambos
tratamentos, sendo um aspecto positivo, pois inviabiliza a entrada de oxigénio que pode

degradar ambos compostos (Ortiz-Basurto et al., 2017).

= o8

EMT= 1.00kV  WD= 50mm SignalA Daieg S8 10065 N

WD= 50mm  SignalA= SE2

Mag= 8.00KX

Figura 1 - Microscopia Optica de microcapsulas probidticas com e sem extrato de betalainas:
T; (A e B): solu¢ao padrao contendo L. plantarum sem extrato de betalainas; T, (C e D):
solugdo contendo L. plantarum com 100% extrato de betalainas; Ts (E e F): solugdo contendo
L. plantarum com 50% extrato de betalainas.


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
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3.2 Avaliagdo da estabilidade de L. plantarum e betalainas livre e microencapsulados ao
armazenamento

A viabilidade do probidtico microencapsulado no T, na condi¢do de armazenamento
em 25 °C representada na Figura 1 (A) foi superior aos tratamentos T; e Ts, sendo inferior
apenas ao controle de células livres (T,) que se manteve em alta em ambas as condi¢des de
armazenamento testadas. Presume-se que a quantidade de 50% de extrato adicionada na
formulagdo possa ter protegido o probidtico ao processo de exposicao ao calor durante a
passagem no spray dryer, além de ser uma quantidade propicia onde os efeitos
antimicrobianos das betalainas tenha baixa atividade frente os probidticos. Ja nas condigdes
de armazenamentos em 8 °C e -18 °C, os tratamentos T,, T;, T, e Ts ao longo dos 120 dias, se
mantiveram semelhantes, mostrando-se viaveis com aproximadamente ~ 6 Log UFC g isso
representa um resultado positivo frente ao limite minimo exigidos para uma atuagdo positiva
no intestino humano (Yoha et al., 2021).

O presente achado, se revelou ser superior aos relatos da literatura, sendo que as
condi¢des de armazenamentos simuladas neste trabalho ja sdo reproduzidas e sdo referéncias
promissoras para viabilizar a sobrevivéncia de probidticos como relatado por (Coghetto et al.,
2016) onde encapsulou L. plantarum por eletropulverizacdo com armazenamento refrigerado
a 4 °C por 21 dias, e (Mahmoud et al., 2020) que encapsulou L. plantarum por extrusdo e
armazenamento sob refrigeragdo a 6 °C e congelamento de -18 °C por um a trés meses. No
entanto, os resultados descobertos pelos autores sdo semelhantes ou inferiores aos achados
neste estudo para viabilidade do L. plantarum armazenados por 120 dias em trés condi¢des
simuladas. No entanto, ambos autores entram em concordancia, declarando que a temperatura
de refrigeragdo e de congelante ¢ a melhor condicdo para manter a sobrevivéncia de L.
plantarum, corroborando assim com os achados. Da mesma forma, Pupa et al., (2021b)

relatam que a encapsulagdo por spray dryer de bactérias probidticas se mostram mais eficiente
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comparadas a técnicas como extrusdo e emulsificagdo, identificando nas amostras secas
menores perda de viabilidade durante o armazenamento, assim, atribuiu esse resultado
positivo a baixa atividade de 4gua das microcapsulas.

Do mesmo modo que se alcangou a prote¢do dos probidticos nas circunstancias
estudadas, o extrato do caule de beterraba também foi protegido e permaneceu-se estavel em
ambos tratamentos que passaram pela encapsulagdo (T, e Ts), como € possivel observar na
Figura 2 em D, E e F, onde foi expressos apenas os resultados dos tratamentos que continham
na sua composi¢ao o pigmento avermelhado. No decorrer do tempo, o Ts foi o tratamento que
menos variou ha 25 °C para o extrato, porém o T, como reteve uma maior concentracdo de
betalainas, se manteve com altas concentragdes, assim como o Ts com 50% de extrato, se
manteve com quantidades significativas de betalainas totais estimada em ambas condi¢des
estudadas. A microencapsulagdo de betalainas de diferentes fontes e técnicas vem sendo
estudada, como relatado por Pagano et al., (2018) onde estudou a emulsdo do tipo A/O/A,
verificando assim a eficiéncia na digestdo intestinal in vitro. Paralelamente, Hidalgo et al.,
(2018) preservaram os compostos bioativos e pigmentados obtidos do bagaco de beterraba por
meio da liofilizagdo, aplicando-os com sucesso em biscoitos. Além disso, a nanoencapsulagao
também foi estudada em 2018 por Amjadi er al., onde desenvolveu nanocarreadores
lipossomais com betalainas que foram aplicados em éxito em balas de goma. Assim, ¢
evidente que a microencapsulagcdo de pigmentos de betalainas obtido do caule de beterraba se
revelou promissora, pois promoveu a protegdo e assim ira viabilizar a aplicacdo do mesmo
em sistemas alimentares. Em contrapartida, a rdpida perda da estabilidade do extrato
contendo pigmentos de betalainas na forma livre (T,), armazenados em 25 °C e 8 °C
apresentadas na Figura 2 (D e E) foi previsivel, pois ja ¢ de conhecimento na literatura, que
betalainas sdo pigmentos instdveis e sensiveis a degradacdo quando armazenados sem

tratamentos prévios (Skalicky et al., 2020, Silva et al., 2020), por esse motivo, a investigacao
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de estratégias para promover protecdo do pigmento vermelho de beterraba, carece de
desenvolvimento e avaliagdo. Em estudos recentes, comprovou-se que a instabilidade de
betalaina em sua forma livre é preocupante, tendo como caracteristica uma cinética de
degradacgdo de primeira ordem (Laqui-Vilca et al., 2018; Fernando et al., 2021), assim quanto
mais concentrado for o composto mais rapida serd sua degradacdo, com isso, se torna invidvel
a aplicagdo na forma livre desse pigmento natural em sistemas alimentares (Sravan Kumar et
al., 2020).

Embora as temperaturas de armazenamento em 25 °C e 8 °C tenham ocorrido
variagOes significativas para ambos compostos (probidtico e betalainas), os tratamentos
microencapsulados ou ndo, armazenados sob condi¢do de congelamento (-18 °C) revelaram
ter uma elevada eficiente na preservacgao da viabilidade e estabilidade de ambos os compostos
de interesse estudados, corroborando com os achados de Kayin et al., (2019) e Bianchi et al.,

(2021a).
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Figura 2 - Viabilidade e estabilidade de L. plantarum e betalainas livre ¢ microencapsulados
ao armazenamento. T,= cultura celular na forma livre de L. plantarum, T,= extrato livre, T;=
microcapsulas com L. plantarum sem extrato, T,= microcapsulas com L. plantarum com
100% de extrato do caule de beterraba e Ts= microcapsulas com L. plantarum com 50% de
extrato do caule de beterraba.

3.4 Avaliagdo da resisténcia de L. plantarum e betalainas microencapsulados e livres ao
tratamento térmico

A resisténcia térmica dos compostos microencapsulados foi testada, a fim de verificar

a sua aplicagdo em alimentos que sofrem por processamento prévio como os realizados.
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Assim, a resisténcia ao tratamento térmico simulado de L. plantarum na condigdo livre se
mostrou mais eficiente do que os tratamentos encapsulados, indo ao encontro dos achados por
Iaconelli et al., (2015) onde relata que a perda durante o processo de secagem por atomizagao
foide 0 e 1 log. Porém deve-se ressaltar que o T, ndo sofreu com aquecimento prévio como
os tratamentos T;, T, e Ts, que passaram por aquecimentos de 120 °C no processo de
encapsulacdo, e posterior tratamento térmico, elevando assim sua vulnerabilidade durante o
processo térmico estudado. Porém, dentre os tratamentos microencapsulados, o Ts foi o que se
mostrou mais eficiente na preserva¢do da viabilidade probidtica a 73 °C. Por outro lado,
comparado ao T,, o padrdo T; inviabilizou com maior propor¢do os probiodticos. J& no
aquecimento em 63°C por 30 minutos, revelou ser mais eficiente para T; e Ts do que para T,.
Acredita-se que a alta concentracdo de extrato presente no T, pode ter ocasionado esse
resultado inesperado, pois betalainas apresenta uma atividade antimicrobiana ja elucidada que
pode estar intervindo na viabilidade do probiodtico (Chhikara et al., 2019, Sadowska-Bartosz
& Bartosz, 2021b).

J4 a estabilidade no tratamento térmico do extrato tanto livre como encapsulado foi
mais promissora na simulagdo de 63 °C para T, e T, , exceto para Ts, que obteve melhor
estabilidade a 72 °C possivelmente por ser um processo mais rapido. Resultados semelhantes
aos achados foram identificados por Dias et al., (2020), Kaur et al., (2021) e Bianchi ef al.,
(2021b), onde avaliarem a estabilidade no processo de pasteurizacdo de betalainas em
presunto cozido, beterraba pura e sucos (maca e beterraba) respectivamente. Também, Liu et
al., (2018) relata em seus achados que Lactobacillus rhamnosus sobrevivem em altas
temperaturas no processo de secagem por spray dryer, porém sofrem um declinio consideravel
quando expostos ao tratamento térmico. Outro fator relevante acusado pelo autor, esta na
baixa protecdo fornecida pela trealose, que até entdo ¢ considerada um bom termoprotetor

para a microencapsulagdo de probidticos (Nunes ef al. (2017b), ndo sendo na sua totalidade,
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eficiente na protecdo L. plantarum.

Presume-se que os resultados obtidos para este teste estdo diretamente relacionados a
concentragdo do extrato dentro da microcdpsula, também, observa-se que o processo de
microencapsulacdo por spray dryer em concentragdo de ~ 13% de s6lidos, ndo foi capaz de
proteger por completo os probidticos e em partes as betalainas. Mesmo assim, o tratamento

Ts revelou superioridade na protecao de ambos de forma geral.
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Figura 3. Viabilidade de L. plantarum e betalainas microencapsulados e livres ao tratamento
térmico, onde, a diferenca estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) entre os tratamentos ¢
representada pelas diferentes letras maitsculas e letras mintusculas diferentes representam a
diferenga entre as temperaturas simuladas. T,= cultura celular na forma livre de L. plantarum,
T;= microcapsulas com L. plantarum sem extrato, T,= microcapsulas com L. plantarum com
100% de extrato do caule de beterraba e Ts= microcapsulas com L. plantarum com 50% de
extrato do caule de beterraba.
3.5 Avaliacdo da resisténcia de L. plantarum microencapsulados e livres em condig¢des
gastrointestinais simuladas

O resultado da contagem de células viaveis de L. plantarum livres e nos diferentes
tratamentos microencapsulados com e sem extrato relacionado as condig¢des simuladas do

sistema digestivo esta descrito na Figura 4.

Ao iniciar a simulagdo, o tratamento T, apresentou contagem abaixo de 4 log UFC g
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-1, em contrapartida, todos os microencapsulados T;, T, e Ts ndo apresentaram contagem na
etapa simulada do estobmago, que chegou ao pH 2 apds 90 minutos. Esse resultado representa
uma boa capacidade da estrutura da microcépsula a resistir a passagem em ambientes com
baixo pH como do estdmago. Teo et al., 2021 e Misra et al., 2021 aponta que matérias de
parede como a goma arabica, trealose e maltodextrina sdo ideais para o desenvolvimento de
microcapsulas produzidas por spray dryer, pois exercem uma termoprotecdo aos compostos
de interesse, um bom rendimento e eficiéncia de encapsulagao.

Apds os 90 minutos de permanéncia na simulacdo do estdmago, iniciou a fase da
passagem pelo duodeno em pH 5 por 20 minutos, onde o T, manifestou uma contagem de 4,4
log UFC g -1. Ainda nesta fase, os tratamentos T;, T, e Ts apresentaram caracteristica de
desencapsulagdo parcial, sendo retratadas contagens abaixo de 4 log UFC g -1. Por fim, na
fase do ileo foi reproduzida em pH 6,5, onde a célula livre sinalizou uma ligeira diminuicao
logaritmica (3,58 £ 0,06) em relacdo os tratamentos encapsulados T; (3,67 £ 0,11), T, (3,81
0,03) e T5 (3,71 £ 0,08).

Paula et al., (2019) descreve uma reducdo da viabilidade de 80,4% e 25,0% para o
probiodtico microencapsulado e livre respectivamente apds simulagdo in vitro das condigdes
gastrointestinais. Porém, acredita-se que, dependendo do método aplicado, condi¢des de
encapsulamento, cepas probidticas utilizadas, composicdo e concentragdo do material da
parede, resultados diferentes foram obtidos por Homayouni-Rad er al, (2021). Em
contrapartida, Emser et al., (2017), constatou uma ligeira superioridade da L. plantarum
quando expostos a uma simulagdo rapida da passagem pelo sistema digestivo. Apesar da
quantidade média de 3,73 log UFC g dos tratamentos encapsulados entregues no final do
sistema digestivo (ileo), acredita-se que houve uma liberagdo controlada dos probioticos
microencapsulados durante a simulacdo, demonstrando assim, um resultado relativamente

positivo na protegdo dos probidticos. No entanto, ¢ relevante a investigacdo futura da
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viabilidade de ambos compostos em sistemas digestivos in vivo (Westfall et al., 2021)

Simulacio do Sistema Digestivo
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Figura 4. Viabilidade de L. plantarum microencapsulados e livres na simulagdo do sistema
digestivo, onde, a diferenca estatisticamente (teste de Tukey, p <0,05) entre os tratamentos ¢
representada por diferentes letras maiusculas e mindsculas diferentes representa a diferenca
entre as etapas da simulagdo géstrica. T,= cultura celular na forma livre de L. plantarum, T;=
microcapsulas com L. plantarum sem extrato, T,= microcapsulas com L. plantarum com
100% de extrato do caule de beterraba e Ts= microcapsulas com L. plantarum com 50% de
extrato do caule de beterraba.

4 Conclusao

A co-encapsulacao de L. plantarum e betalainas extraidas do caule de beterraba
vermelha foi alcancada com éxito. Verificou-se que os parametros de caracterizacdo como
eficiéncia de encapsulacdo, morfologia e didmetro médio das microcapsulas obtidos,
corroboraram com os demais estudos ja descritos na literatura, incluindo a encapsulagao de
outros extratos por spray dryer. Na avaliacdo da viabilidade de ambos os compostos
microencapsulados no periodo de 120 dias, os resultados se mostraram promissores, sendo
aptos para a aplicacdo em alimentos que ndo necessitam de tratamento térmicos antes do
envase, sugerindo-se a aplicacdo dos encapsulados desenvolvidos em gelados comestiveis

como o sorvete, bebidas ndo pasteurizadas como a kombucha e sucos prensados a frio, além
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da aplicagdo em manteigas e outros alimentos refrigerados ou congelados. Em relagdo a
estabilidade do extrato de betalainas microencapsulado, obteve-se €xito na prote¢do desse
pigmento com resultados satisfatorios, pois como observado no armazenamento em
temperaturas de 25 °C e 8 °C do extrato sem a prote¢do da microcépsula, perdeu-se a
estabilidade em 15 dias. Assim, pela primeira vez, se obteve sucesso na co-encapsulaciao por
spray dryer de L. plantarum e betalainas, tornando-se possivel a aplicagdo dessa tecnologia na
protecdo de ambos compostos, propondo-se a aplicar dessa formulacdo polifuncionais em
alimentos que ndo sofram tratamento térmicos antes do envase. Frente ao exposto nota-se que
a utilizacdo do caule de beterraba que atualmente ¢ descartado, tornando-se um residuo,
podera ser aplicado a novas tecnologias na elaboracdo de super alimentos, a fim de reduzir os
impactos ambientais e agregar valor a essa matriz vegetal rica em nutrientes e ainda pouco

explorada.
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4 DISCUSSAO GERAL

4.1 Extrato obtido do caule de beterraba vermelha

A utilizagdo do caule de beterraba como potencial fonte de betalainas foi alcancada
com sucesso. Os residuos de alimentos sdo um grande problema para o meio ambiente, assim
identificar formas de reaproveitamento se faz necessario no momento atual (CHHIKARA et
al., 2019; ZIN, MARKI ¢ BANVOLGYI, 2020). A utilizacio do caule de beterraba no
presente estudo para fins de aplicacdo em matrizes de alimentos com o proposito de agregar
salide se mostrou promissora, considerando assim uma forte tendéncia para as proximas
pesquisas (ROZYLO, 2020). Além disso, a utilizagdo de 4gua como meio de extragio se faz
necessario. Trés principais fatores foram contemplados nessa escolha. O primeiro refere-se a
polaridade das betalainas (TOSSI et al, 2021), onde caracterizam-se pela alta soliveis em
agua e por isso sdo facilmente removidas por esse solvente (MIGUEL, 2018), em seguida,
observa-se que a utilizagdo de solventes organicos para a extracdo mais eficiente das
betalainas para um fim de aplicagdo em alimentos € preocupante, pois ird necessitar de
posterior evaporagao do mesmo, podendo elevar o tempo de processo e de custos (NIRMAL,
MEREDDY e MAQSOOD, 2021), e por fim, um terceiro ponto ¢ levantado onde, almeja
processos rapidos e eficientes na extragdo desse composto, pois as betalainas sdo sensiveis
principalmente a exposi¢do ao oxigénio e luz. Assim, reduzir o contato prévio ¢ de extrema
relevancia para se manter a estabilidade do pigmento para posteriores aplicagdes em
alimentos. Recentes estudos reforcam a ja conhecida sensibilidade das betalainas a esses
fatores extrinsecos (YANG et al., 2021; KAIMAINEN et al., 2015).

Por fim, ao estudar a estabilidade das betalainas por 7 dias de armazenamento em
diferentes temperaturas ao abrigo da luz, observou-se uma alta reatividade dessa composto
com o oxigénio (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006; ESATBEYOGLU et al., 2015),
sendo que a condi¢ao de congelamento se revelou mais eficiente na preservagao da cor e
estabilidade das betalainas ao longo do tempo, resultado esse que explica-se parcialmente pela
inexisténcia do oxigénio e da nula reagdes quimicas do extrato possa a sofrer em condi¢des
diferentes (GARCIA-BARRERA et al., 1998; ROY et al., 2004). Por seguinte, a utilizacao
deste extrato microencapsulado serd extremamente importante para a protecao da viabilidade

do pigmento vermelho de beterraba.


https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096399691100442X#bbb0075
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4.2 Caracterizacao geral das microcapsulas obtidas por Spray dryer

A caracterizacdo das microcapsulas foi estudada, onde observa-se resultados proximos
aos relatados por ROSA et al., (2019), onde microencapsulou outros compostos bioativos
pigmentados (antocianinas). Aspectos como a eficiéncia de encapsulagdo para os probiodticos
foram relativamente satisfatorios, sendo alcancada uma eficiéncia aproximada de ~ 75%, e
para ~ 62%, resultado esse que se repetiu para (ANTIGO et al., 2020). No que se refere a
caracteristicas morfologicas observadas em MEYV, nota-se que alguns aspectos, como a
presenca do extrato de betalainas na concentracdo de 100%, ndo foi a ideal para reproduzir
microcapsulas semelhantes ao padrdo testado, porém a concentragdo de 50% mostrou-se
compativel a produzir particulas com caracteristicas semelhantes ou superiores ao padrao. No
geral a microcapsula padrao e com 50% de extrato apresentaram caracteristicas arredondadas
com rugosidades aparentes ¢ aglomeradas, ja para 100% de extrato observou-se estruturas
desuniformes, sem estrutura definida com uma superficie irregular e aglomeracao aparente.
Porém, as ranhuras, parametro importante a ser contemplado, ndo foi observado na
microscopia, revelando assim um aspecto positivo, pois inviabiliza a a¢do de oxigénio que
pode degradar rapidamente as betalainas e afetar de forma moderada a viabilidade dos
probidticos (ORTIZ-BASURTO et al.,, 2017). Além disso, foi possivel notar que a
concentracio de 12% de sélidos foi baixa comparado a outros estudos (FROHLICH et al.,
2021; JAFARI et al.,, 2021). Essa concentracdo foi estudada pois, testes prévios com
concentragdes de 16% e 20% de sdlidos deixaram a microcdpsula com uma resisténcia

elevada, impossibilitando o rompimento e quantificagdo de ambos compostos.

4.3 Avaliacao da viabilidade do probiotico e de betalainas durante o armazenamento

Nas condi¢des de armazenamento simuladas, foi diagnosticado que a temperatura de
congelamento foi a que melhor preservou ambos os compostos, igualmente elucidado por
(COGHHTTO et al., 2016; MAHMOUD et al., 2020). Acredita-se que essa condigdo € a mais
favoravel para preservar os compostos de interesse microencapsulados, pois as baixas
temperaturas retardam significativamente as reagdes quimicas que possam ocasionar
degradacao, tanto das betalainas como a reducao da viabilidade dos probioticos.

O desenvolvimento de tecnologias alternativas para a prote¢ao desses pigmentos € de

extrema importancia, portanto, ¢ reconhecida a relevancia do estudo da co-encapsulacio
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destes compostos, pois sera essencial essa entrega ao mercado a fim de manté-los vidveis,

evitando degradagdes e facilitando a aplicacdo em matrizes alimenticias (PUPA et al., 2021).

4.4 Avaliacao da resisténcia de ambos compostos no tratamento térmico e simulaciao do

sistema digestivo in vitro

Ao avaliar os tratamentos encapsulados em condi¢des que simulem pasteurizagao e a
passagem pelo sistema digestivo, notou-se que 0s mesmos proporcionaram uma parcial
protecdo a ambos os compostos. Resultados similares foram retratados por XIAO et al.,
(2020), onde acredita-se que ha uma relagdo significativa na redugdo da viabilidade probidtica
proporcionada pelo estudo de diferentes cepas, materiais e métodos de encapsulacdo. Além
disso, notou-se que a concentracdo de 100% de extrato presente no tratamento T4 foi
extrapolante e influenciou de forma ndo esperada frente a viabilidade dos probidticos, no
entanto, se reconhece que uma ligeira atividade antimicrobiana presente no extrato possa ter
sido a responsavel por esse resultado. Em contrapartida, as betalainas co-encapsuladas foram
protegidas em sua maioria (CHHIKARA et al, 2019, SADOWSKA-BARTOSZ &
BARTOSZ, 2021).

De modo geral, os resultados obtidos revelam que a co-encapsulagdo de ambos
compostos foi alcangada com éxito, sendo assim eficiente em proteger as bactérias probidticas
e as betalainas durante o armazenamento por 120 dias. Assim, destaca-se a promissora
protecdo das betalainas alcangada nesse estudo, pois a estabilidade foi contemplada ao longo
do tempo em comparagdo ao extrato livre. Por fim, conclui-se que Lactobacillus plantarum
foi uma cepa probiodtica promissora para esse estudo, assim como a inclusdo de bioativos do
caule de beterraba vermelha, sendo recomendada a aplicagao desta formulacao polifuncional

em alimentos que ndo necessitem de tratamento térmico pré-envase.
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5 CONCLUSAO GERAL

A co-encapsulagdao de Lactobacillus plantarum e o extrato obtido do caule de
beterraba vermelha mostrou-se uma alternativa viavel para a protecdo de ambos compostos,
pois:

e Apresentou uma eficiéncia de encapsulacdo superior a 62% para o extrato, e 71%
para o probiotico;

e Didmetros médios (Spum - 20pum) compativeis aos achados na literatura;

e Protecdo parcial de ambos os compostos no tratamento térmico;

e Protegdo parcial dos probidticos frente a simulacao do sistema digestivo;

e Manteve a viabilidade dos probidticos e a estabilidade do extrato durante a vida
de prateleira na concentracdo de 50% em ambas temperaturas de armazenamento
testadas por um longo periodo de tempo.

Por fim, a co-encapsulagdo por spray dryer para probidticos e betalainas se mostrou
viavel, pois sdo escassos os estudos que co-encapsulam L. plantarum e betalainas do caule de
beterraba por spray dryer. Essa ¢ a primeira pesquisa que reune ambos compostos em um
unico sistema. De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, essa técnica possui
consideravel potencial para o co-encapsulamento e passivel a aplicagdo em gelados
comestiveis como o sorvete, bebidas ndo pasteurizadas como a kombucha e sucos prensados a
frio, além da aplicagdo em manteigas e outros alimentos refrigerados ou congelados,

ampliando assim, a gama de alimentos probidticos e bioativos funcionais.
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6 SUGESTOES

Destaca-se a relevancia da ocorréncia de novos estudos, com maior profundidade
ligados a concentragdo de solidos e de extrato, com o intuito de produzir microcapsulas mais
resistentes frente as condicdes adversas. Assim, sugere-se elevar a concentracdo de soélidos
utilizados para a co-encapsulacio e redugcdo da concentracdo do extrato a ser
microencapsulado, com o objetivo de aumentar a resisténcia e elevar a viabilidade de L.

plantarum durante longos periodos de armazenamento.
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