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Resumo

COSTA, Igor Henrique de Lima. Extracdo assistida por ultrassom e
encapsulacdo de betacianinas de frutos de pitaya (Hylocereus spp.) em
fibras ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning. Orientador: Alvaro
Renato Guerra Dias. 2022. 79 p. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos) — Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial,

Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2022.

A pitaya é uma cactacea de origem tropical e de facil adaptacdo em climas
subtropicais. Seu cultivo e manejo sdo recentes em alguns paises como o Brasil.
O género Hylocereus é cultivado para frutificacdo e os frutos da espécie H.
polyrhizus e H. undatus séo facilmente encontrados no comeércio. As cascas, que
representam 33% do peso do fruto sdo descartadas apdés 0 consumo ou
processamento da polpa aumentando a quantidade de residuos sdélidos
descartados no meio ambiente. Este material, bem como a polpa, apresenta
elevado potencial bioativo devido a presenca de compostos fendlicos e
betacianinas, um subgrupo de betalainas majoritario nos frutos de pitaya. Estes
pigmentos sdo sensiveis a alguns fatores como variacbes de temperatura,
mudancas na escala de pH, exposicdo a luz e oxigénio e, portanto, limitam sua
aplicabilidade na industria. Uma forma de melhorar sua resisténcia a fatores com
acdo deletéria é através de encapsulacdo. Esse tipo de tecnologia envolve a
aplicacdo de um material de parede que ira envolver o bioativo e aumentar sua
resisténcia a degradacédo. A encapsulacéo por electrospinning, uma técnica que
utiliza forcas eletrostéaticas, pode ser utilizada para encapsular betacianinas de
frutos de pitaya. Ela possui algumas vantagens como néo utilizar elevadas
temperaturas e total evaporacao do solvente durante o processamento. Portanto,
0 objetivo desse trabalho foi extrair betacianinas das cascas de frutos de duas
espécies de pitaya atraves do processo de extracdo assistido por ultrassom e
avaliar o potencial de encapsulacdo de betacianina da polpa pela técnica de
electrospinning. A dissertacao foi subdividida em dois capitulos, no primeiro foi
desenvolvido uma otimizacdo do processo de extracdo assistido por ultrassom
de betacianina das cascas de H. polyrhizus e H. undatus, e os extratos obtidos

através do ponto 6timo foram quantificados quanto aos parametros de cor,
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fendlicos totais e atividade antioxidante. No segundo foi estudado a extracao de
betacianinas da polpa, os compostos fendlicos totais, atividade antioxidante e
encapsulacdo por electrospinning. Com a otimizacdo do processo de extracdo
(capitulo 1) foi possivel obter um modelo linear preditivo para extracdo de
betacianinas das cascas de duas espécies de frutos de pitaya. Os extratos do
ponto 6timo de extracdo obtiveram betacianinas, coloragdo, compostos fendlicos
totais e atividade de eliminacdo dos radicais ABTS™™ e DPPH’ semelhantes,
confirmando que o modelo pode ser usado para as duas espécies. No capitulo
2 o0 mesmo conteudo foi avaliado no extrato da polpa (H. polyrhizus), onde
obteve-se valores mais elevados de betacianinas, compostos fendlicos totais e
atividade de eliminag&o dos radicais ABTS™* e DPPH". Além disso, foi possivel
encapsular diferentes concentracdes de betacianas extraidas da polpa em fibras
ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning. Este estudo pode ser utilizado

como base para trabalhos futuros.

Palavras-chave:  Residuos  agroindustriais.  Quimiometria.  Bioativos.

Antioxidante. Electrospinning.



Abstract

COSTA, Igor Henrique de Lima. Ultrasound-assisted extraction and
encapsulation of betacyanins from pitaya fruit (Hylocereus spp.) in ultrafine
zein fibers by electrospinning technique. Advisor: Alvaro Renato Guerra Dias.
2022. 79 p. Dissertation (Master's in Food Science and Technology) —
Department of Agroindustrial Science and Technology, Federal University of
Pelotas, Pelotas, 2022.

The pitaya is a cactus of tropical origin and is easily adapted to subtropical
climates. Its cultivation and management are recent in some countries such as
Brazil. The genus Hylocereus is cultivated for fruiting and the fruits of the species
H. polyrhizus and H. undatus are easily found in the market. The peels, which
represent 33% of the fruit weight, are discarded after consumption or pulp
processing, increasing the amount of solid waste discarded in the environment.
This material, as well as the pulp, has a high bioactive potential due to the
presence of phenolic compounds and betacyanins, a major betalain subgroup in
pitaya fruits. These pigments are sensitive to some factors such as temperature
variations, changes in the pH scale, exposure to light and oxygen and, therefore,
limit their applicability in the industry. One way to improve its resistance to
deleterious factors is through encapsulation. This type of technology involves the
application of a wall material that will envelop the bioactive and increase its
resistance to degradation. Electrospinning encapsulation, a technique that uses
electrostatic forces, can be used to encapsulate betacyanins from pitaya fruits. It
has some advantages such as not using high temperatures and total solvent
evaporation during processing. Therefore, the objective of this work was to
extract betacyanins from the fruit skins of two pitaya species through the
ultrasound-assisted extraction process and to evaluate the potential of
betacyanin encapsulation from the pulp by the electrospinning technique. The
dissertation was subdivided into two chapters, in the first an optimization of the
ultrasound-assisted extraction process of betacyanin from the barks of H.
polyrhizus and H. undatus was developed, and the extracts obtained through the
optimum point were quantified in terms of color parameters, total phenolics and

antioxidant activity. In the second, the extraction of betacyanins from the pulp,
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total phenolic compounds, antioxidant activity and encapsulation by
electrospinning were studied. With the optimization of the extraction process
(Chapter 1) it was possible to obtain a predictive linear model for the extraction
of betacyanins from the skins of two species of pitaya fruits. Extracts from the
optimal extraction point obtained similar betacyanins, coloration, total phenolic
compounds and radical scavenging activity ABTS™ and DPPH®, confirming that
the model can be used for both species. In chapter 2, the same content was
evaluated in the pulp extract (H. polyrhizus), where higher values of betacyanins,
total phenolic compounds and ABTS™* and DPPH" radical scavenging activity
were obtained. Furthermore, it was possible to encapsulate different
concentrations of betacyanins extracted from the pulp in ultrafine zein fibers by

the electrospinning technique. This study can be used as a basis for future work.

Keywords: Agro-industrial waste. Chemometrics. Bioactive. antioxidant.

Electrospinning.
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1 INTRODUCAO

O cultivo de pitaya é recente em todo o mundo, em alguns paises como o
Brasil essa atividade se iniciou a pouco menos de 30 anos (JUNQUEIRA et al.,
2010). O conhecimento envolvido no cultivo, manejo e colheita sdo empiricos. O
peso do fruto pode chegar a 1000 g (ZEE et al., 2004), sua casca pode conter
escamas foliares (bracteas) e sua cor pode ser amarela ou vermelha. A polpa
possui inUmeras sementes e pode ter coloracdo branca, vermelha e roxa
(NOGUEIRA NUNES et al., 2014; RAGAB MOHAMED IBRAHIM et al., 2018).

Apesar de ser recente o cultivo e consumo de frutos de pitaya, no mercado
encontra-se produtos industriais disponiveis a base da polpa, como sorvetes e
bebidas alcodlicas saborizadas. Além de ser utilizada para varios preparos,
como vinhos, sucos, geleias, iogurte, doces e conservas (JALGAONKAR et al.,
2020). Apés o processamento ou consumo da polpa do fruto, as cascas, que
representam 33% de seu peso, sdo descartadas, contribuindo para 0 aumento
de residuos (TENORE; NOVELLINO; BASILE, 2012).

Os residuos que podem ser provenientes de cascas, sementes e partes
ndo comestiveis de frutos, quando nao reaproveitados podem causar danos ao
meio ambiente, devido serem descartados de forma inadequada (MARINA et al.,
2012; MELOI et al., 2011). A possibilidade de agregar valor aos residuos torna-
se indispensavel, uma vez que esses materiais podem contribuir para a
elaboracdo de novos produtos na industria de alimentos, e serem utilizados na
recuperacéo de compostos como fibras, antioxidantes, extracdo de pigmentos e
outros (PIRES et al., 2014).

Pesquisas mostram que a casca de frutos de pitaya apresenta alto
potencial bioativo (DE MELLO et al., 2014; NETZEL et al., 2005; STINTZING,;
SCHIEBER; CARLE, 2002), com compostos como as betalainas e os fendlicos
(UTPOTT et al., 2020; ZHUANG; ZHANG; SUN, 2012), além de elevado teor de
fibras (JIANG et al., 2021) e pectinas (ZAIDEL et al., 2017).

Os bioativos possuem baixa estabilidade frente a fatores ambientais,
interferindo em sua aplicacdo em diferentes seguimentos da industria (KHAN;
GIRIDHAR, 2015). As betalainas extraidas da pitaya, assim como outros

pigmentos, sdo sensiveis principalmente a variacbes de temperatura,
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modificacdes na escala de pH, exposicdo a luz e oxigénio (FU et al., 2020;
SONAR et al., 2019).

A encapsulacdo é uma alternativa tecnoldgica que pode ser Util em evitar
ou reduzir a degradacao de betalainas. De acordo com Castro-Enriquez et al.
(2020) essas técnicas podem melhorar a resisténcia do agente bioativo a
condi¢cbes adversas que podem ocasionar sua degradacéo.

Esse tipo de tecnologia consiste em aprisionar compostos de interesse
em pequenas estruturas, formadas por algum agente encapsulante, com
tamanho variando desde alguns nandémetros até alguns micrbmetros e
viabilizando a obtencdo de materiais com elevada relacdo superficie-volume,
favorecendo a liberagao controlada do bioativo (LIM; MENDES; CHRONAKIS,
2019; PAULO; SANTOS, 2017).

A encapsulagéo por electrospinning vem sendo aplicada a uma variedade
de bioativos como antocianinas (SHAVISI; SHAHBAZI, 2022), curcuminas
(ZAHIRI et al., 2020), fenolicos (KHOSHNOUDI-NIA; SHARIF; JAFARI, 2020),
Oleos essenciais (TAVASSOLI-KAFRANI; GOLI; FATHI, 2018) e carotenoides
(HORUZ; BELIBAGLI, 2019), uma vez que n&o utiliza elevadas temperatura e o
solvente é totalmente evaporado durante o processo de obtencéo dos materiais
(LI et al., 2021).

Essa técnica consiste em utilizar forcas eletrostaticas para elaborar fibras
a partir de solucéo polimérica com 0 agente ativo. A mistura liquida € ejetada
através da ponta de uma agulha metalica, sob fluxo constante, por uma bomba
de seringa (GHORANI & TUCKER, 2015).

Para encapsulacdo do bioativo, o material de parede que compde o
encapsulante deve ser compativel, ou seja, interagir com o bioativo a ser
encapsulado (KASAAI, 2018; SHUKLA; CHERYAN, 2001). A zeina é uma
proteina do milho que vem sendo utilizada para encapsulacdo por
electrospinning por apresentar boa compatibilidade com diferentes bioativos e
elevado rendimento para obtencédo de fibras (GITERU; ALI; OEY, 2021; SILVA
et al., 2021).

Portanto, o objetivo deste trabalho € extrair betacianinas das cascas de
frutos de duas espécies de pitaya atraves do processo de extracdo assistido por
ultrassom e avaliar a viabilidade de encapsulacdo de betacianina da polpa pela

técnica de electrospinning.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Extrair betacianinas das cascas de frutos de duas espécies de pitaya
através do processo de extracao assistido por ultrassom e avaliar o potencial de

encapsulacdo de betacianinas da polpa pela técnica de electrospinning.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar a extracdo de betacianina das cascas de frutos de pitaya (H.
polyrhizus e H. undatus), visando a obtencdo de um modelo matematico
preditivo;

e Avaliar o perfil de cor dos extratos obtidos através da otimizacéo;

e Quantificar e avaliar os compostos fendlicos totais e atividade
antioxidante, respectivamente, nos extratos obtidos através da
otimizacao;

e Extrair e encapsular betacianina da polpa de frutos de pitaya (H.

polyrhizus) com zeina via electrospinning.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pitaya

3.1.1 Caracteristicas botanicas da planta

As plantas conhecidas como pitaya sdo perenes, epifitas (trepadeiras)
cactaceas e sdo agrupadas em trés géneros conhecidos: Cereus, Hylocereus e
Stenocereus. Elas pertencem a familia Cactaceae e o género Hylocereus da
origem ao fruto conhecido como pitaya (pitaia ou pitahaya) e fruto da pitaya em
paises latinos, ou fruto do dragdo em paises europeus e asiaticos (ESQUIVEL,
2004; LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006; MONTOYA-ARROYO et al.,
2014; VALENCIA-BOTIN; KOKUBU; ORTIZ-HERNANDEZ, 2013).
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Essas cactaceas possuem raizes adventicias, flores grandes (podem
variar de 20 a 30 cm de didmetro) e aromaticas e baga glabra de grande porte
(LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006). Seus caules do tipo cladédio séo
alongados e armazenam agua; os estbmatos demonstram abertura noturna e
presenca da via fotossintética MAC (Metabolismo do Acido Crassulaceo). Estas
caracteristicas explicam sua elevada resisténcia a condi¢cdes adversas como
estresse abiotico em funcao de déficit hidrico e clima seco (NIE et al., 2015),
justificando sua adaptacédo em regides tropicais da América do Norte, Central e
do Sul.

De acordo com Zee et al. (2004) essas plantas preferem clima quente e
Uumido e ndo se adaptam a areas com temperaturas elevadas (> 38,8 °C) e luz
solar intensa. Além disso, areas chuvosas que excedam 1270 mm de

precipitacdo anual podem causar a perda de flores e apodrecimento dos frutos.

3.1.2 Aspectos gerais do cultivo e manejo

O cultivo da pitaya para producédo, geralmente, é realizado através de
tutoramento, onde um tutor (estaca ou mourdo) de madeira ou concreto é fixado
no local pretendido para desenvolvimento da planta, e em sua regido superior &
fixado um suporte com arames, finalizando o sistema conhecido como “tutor
individual ou tradicional”, mas ha outros sistemas que podem ser adotados como
“sistema de espaldeira tradicional”’, “sistema de barreira” e “sistema de
espaldeira em T” (ALVARADO GAONA et al., 2015; NOGUEIRA NUNES et al.,
2014). Portanto, a muda de pitaya é fixada ao tutor para que durante seu
desenvolvimento ela cresca verticalmente e alcance os arames, dessa forma os
cladddios irdo se espalhar horizontalmente (PROIMPRESS et al., 2022).

A fertilizacdo da planta ndo é baseada em conhecimento cientifico e sim
em conhecimento empirico a partir de observagbes de produtores. Os
fertilizantes utilizados sé@o de origem organica, quimica ou a mistura dos dois. No
entanto, é mais comum a utilizagdo de produtos quimicos (ALVARADO GAONA
et al., 2015). E importante nutrir essa planta principalmente com potassio,
nitrogénio e fosforo. Sendo aplicado duas vezes por ano, coincidindo,
preferencialmente, com o fim do periodo chuvoso. Além de fatores de nutricao,

€ necessario realizar trés tipos de poda para que se obtenha uma planta
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adequada a producdo de frutos e também reduzir o risco de doencas
(PROIMPRESS et al., 2022).

A primeira poda consiste na eliminacdo de brotamentos que surgem no
cladodio principal, proximo do solo. Isto permite que ele cresca até atingir 0os
arames no topo do mourdo, onde irdo surgir novos brotos que irdo se projetar
horizontalmente e pendentes, conferindo boa frutificacdo. A segunda poda tem
por finalidade eliminar cladddios improdutivos e sobrepostos entre si. Por
consequéncia a remocdo aumenta a circulacdo de ar e reduz o peso sobre os
mourdes. Ja a terceira é conhecida como “poda sanitaria” uma vez que objetiva
eliminar cladédios comprometidos pela presenca de patégenos (fungos,
bactérias e virus), evitando que a doenca se espalhe por toda a planta e os frutos
(PROIMPRESS et al., 2022)

3.1.3 Caracteristicas do fruto

O fruto da pitaya mantém sua relacdo fonte dreno com a planta mae por
um periodo médio de 30 dias apds a antese (abertura da flor), onde atinge a
maturidade fisioldgica e pode ser colhida. Esse fruto é do tipo baga, de tamanho
médio e formato globoso e subgloboso, com peso variavel (de 200g até 1000g)
(LI et al., 2017; NERD; MIZRAHI, 1999; ZEE et al., 2004). E importante
mencionar que o ponto de colheita do fruto € realizado por conhecimento
empirico, onde observa-se a coloracdo da epiderme/casca e sua firmeza.

A coloracdo da epiderme é verde quando em estadio anterior ao
amadurecimento e pode variar do amarelo ao vermelho quando amadurecido,
devido a presenca de betalainas. Além disso, € comum a presenca de bracteas
(escamas foliares) na superficie do fruto (NERD; MIZRAHI, 1999; RAGAB
MOHAMED IBRAHIM et al., 2018). A regido interna do fruto varia em coloragéo
do branco ao vermelho e roxo, e é composta por inGmeras sementes escuras e
comestiveis dispersas por toda a fragdo polposa (NOGUEIRA NUNES et al.,
2014).

Os frutos comercializados sédo da espécie Hylocereus costaricensis
(casca vermelha e polpa roxa), Hylocereus polyrhizus (casca e polpa vermelha),

Hylocereus undatus (casca vermelha e polpa branca) e Hylocereus megalanthus
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(casca amarela e polpa branca) (LE BELLEC; VAILLANT; IMBERT, 2006; NERD;
MIZRAHI, 1999).

O valor médio de 1 kg do fruto no mercado brasileiro ha alguns anos
variava entre R$ 50,00 e R$ 100,00 reais, dependendo da regido e espécie
(MOURA, 2020). Porém, essa faixa de preco sofreu perda gradual e atualmente
varia entre R$ 10,00 e R$ 32,00 reais. Isto ocorreu devido a popularizacdo do
fruto e instalagédo de novos pomares (CATUXO; COSTA, 2019).

Os frutos possuem elevado valor agregado e o seu consumo tem se
difundido devido a presenca de algumas vitaminas (B1, B2, B3, C e E), minerais
(potassio, magnésio e calcio), betalainas, carotenoides (betacaroneto e
licopeno) e polifendis na polpa (ABREU et al., 2012; LE BELLEC; VAILLANT;
IMBERT, 2006; WU et al., 2006).

ApOs 0 consumo da polpa da pitaya, as cascas, que representam 33% do
peso do fruto (TENORE; NOVELLINO; BASILE, 2012), tendem a ser
descartadas como residuo alimentar ou subproduto gerado pelo processamento
de frutas e sucos minimamente processados (JIANG et al., 2021).

As cascas possuem elevado teor de fibras (60 a 80%) (JIANG et al., 2021)
(Tabela 1), pectinas (até 20%) (ZAIDEL et al.,, 2017) e alguns outros
componentes podem ser aproveitados pela industria, como as betalainas e
compostos fendlicos, e serem aplicados em formulacdes de alimentos, visando
a obtencdo de produtos funcionais (UTPOTT et al., 2020; ZHUANG; ZHANG;
SUN, 2012).

As cascas podem ser misturadas em produtos alimenticios para melhorar
0S aspectos sensoriais como aparéncia e sabor, e 0s aspectos nutricionais.
Também podem ser utilizados para obtengdo de enzimas como pectinase e a-
amilase (JIANG et al., 2021).
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Tabela 1 — Composicado centesimal em g/100g de cascas secas de frutos de

pitaya (H. polyrhizus e H. undatus) de diferentes paises.

Parametro* H. polyrhizus H. undatus
Cinzas 17,56 + 0,29 4,48 £ 0,31
Lipideos 1,31+0,16 2,34+£0,18 1,34
Proteinas 6,30 £ 0,18 10,36 £ 0,23 6,72
Fibras totais 65,59 £ 1,65 56,91 £ 0,51 79,37 £1,80
Fibras insollveis 41,63 + 2,97 48,22 + 0,84 43,59 + 1,09
Fibras sollveis 23,96 + 1,32 7,69 + 0,56 33,07+1,21
Carboidratos 8,92+1,15 8,43
Origem geografica Brasil india China
Zhuang;
o Madane et al.
Referéncia Utpott et al. (2020) Zhang; Sun
(2020)
(2012)

IForam utilizados os valores médios quando disponiveis. A umidade e valor calérico das cascas

das duas espécies é superior a 90% e 5,6 Kcal, respectivamente (UTPOTT et al., 2020).

3.2 Betalainas

As betalainas séo pigmentos hidrofilicos responsaveis por conferir cor aos
diferentes 6rgdos das plantas (CASTRO-ENRIQUEZ et al., 2020b). Esses
pigmentos sdo formados através do metabolismo secundéario das plantas,
principalmente, pela via biossintética que utiliza o aminoacido tirosina como
unidade fundamental.

A partir da tirosina temos a formacdo do acido betalamico [4-(2-
oxoetilideno)-1,2,3, &cido 4-tetrahidropiridina-2,6-dicarboxilico], o qual ¢é
considerado o precursor biossintético das betalainas (PAVOKOVI; KRSNIK-
RASOL, 2011; POLTURAK; AHARONI, 2018).

Resumidamente, o acido betalamico reage por condensacdo com ciclo-
DOPA (L-3,4-dihidroxi-fenilalanina) ou seus derivados de glicosil, ou através de
conjugacdo com aminodcidos ou aminas para formar as betalainas. As
estruturas resultantes desse mecanismo sdo conhecidas como betacianinas,

com coloracao variando do vermelho ao violeta, e betaxantinas, com coloragéo
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amarela (KHAN; GIRIDHAR, 2015; ZIN; ANUCHA; BANVOLGY], 2020) (Figura
1).

Esses compostos podem apresentar outras coloracdes, além das citadas
anteriormente, e isso ocorre em funcdo das modificacdes na escala de pH. De
acordo com Sadowska-Bartosz; Bartosz (2021), as variacbes de pH podem
implicar em um efeito conhecido como hipocrémico (diminuicdo da intensidade
de absorgéao), ou efeito hipercrémico (aumento na intensidade de absor¢éao). Em
termos praticos, ocorre a diminuigdo ou aumento do comprimento de onda (A),
influenciando na banda de absorcédo do espectro Ultravioleta-Visivel (UV-Vis).
Outros fatores que contribuem para essas mudancas de cor sédo as combinacdes
de betacianinas e betaxantinas, e ainda a complexacao com ions metalicos.

As betalainas apresentam caracteristicas colorimétricas que podem ser
exploradas na industria alimenticia, no entanto, um fator limitante de seu uso &
a sua baixa estabilidade frente a fatores ambientais, assim como em outros
pigmentos naturais. A baixa estabilidade interfere em sua aplicabilidade na
industria alimenticia, principalmente em alimentos congelados, de baixa
durabilidade e com baixo teor de acido (KHAN; GIRIDHAR, 2015).

A estabilidade de pigmentos é um fator desejavel, principalmente, quando
se trata de pigmentos naturais, como as betalainas, uma vez que estas podem
ser utilizadas na indastria de alimentos como substituinte de pigmentos sintéticos
em formulacdes alimenticias (RODRIGUEZ et al., 2016).

Alguns agentes podem contribuir para a baixa estabilidade das betalainas.
O pH do meio, tratamento térmico, luz e oxigénio durante o armazenamento sdo
frequentemente indicados como agentes deletérios que mais afetam esses
pigmentos. Outros como o contelddo de betalainas, sua estrutura quimica, a
matriz alimentar de origem, aditivos alimentares e enzimas também s&o
mencionados, porém em menor frequéncia (FU et al., 2020).

As variacdes na escala de pH do meio tém influéncia sob as modificacdes
colorimétricas dos pigmentos. Nesse sentido, alguns estudos avaliaram o
comportamento das betalainas frente as mudancas de pH.

Para Reshmi; Aravindhan; Devi (2012), por exemplo, foi concluido que
esses pigmentos extraidos de frutas de Basella alba sdo estaveis apenas em pH

> 4,1 e pH < 6,0. No estudo de Rodriguez-Sanchez; Victoria; Barragan-Huerta
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(2017) a estabilidade maxima das betalainas extraidas de frutos de cactos

(Stenocereus pruinosus) ocorre em pH 6,6.

Figura 1 — Mecanismo geral da biossintese de betacianina e betaxantina.
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Fonte: Adaptado de Polturak; Aharoni (2018).

R = glicosideo.
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A degradacéo de betalainas foi estudada por Mikotajczyk-Bator; Czapski
(2017) ao avaliar extratos de beterraba (Beta vulgaris L.) com pH variando de 4
a 9 durante tratamento térmico. Os pigmentos vermelhos diminuiram em funcéo
do aumento do pH da amostra, principalmente, em pH 9,0 resultando na perda
da cor vermelha. Gengatharan; Dykes; Choo (2017) concluiram em seu estudo
com extrato de fruto de pitaya (Hylocereus polyrhizus) adicionado em iogurtes,
que, em pH 3 ocorre maior degradacao das betalainas.

A temperatura € considerada um fator crucial na estabilidade de
betalainas durante o processamento e armazenamento de alimentos. Por
intermédio de temperaturas elevadas ocorre a degradacao desses pigmentos e
a geracdo de produtos indesejaveis, ocasionando perda de cor, descarboxilacdo
e eliminacao de glicosideos (FU et al., 2020).

Otélora et al. (2015) obteve resultados que indicaram a degradacéo
desses pigmentos extraidos de beterraba (Beta vulgaris L.) a0 serem expostos
a 45 °C. Dos Santos et al. (2018), no entanto, observou degradacéo, geracéo de
produtos indesejaveis e modificacdes de coloracdo em betalainas extraidas da
mesma matriz vegetal ao serem expostas a 75,5 °C. Outros estudos verificaram
a degradacédo em 120 °C (LEE; WU; SIOW, 2013).

A exposicao a luz pode acelerar a taxa de degradacao das betalainas. As
alteracdes promovidas por esse agente fisico sdo dependentes da presenca de
oxigénio, uma vez que em sua auséncia a degradacdo pode ser considerada
insignificante. Além disso, ja foi demonstrado que as betalainas sé&o
extremamente sensiveis ao oxigénio em comparagdo as antocianinas e as
clorofilas (SONAR et al., 2019).

A exposicdo a luz torna as betalainas suscetiveis a absorcdo de energia
entre os espectros UV-Vis, promovendo transi¢cdes eletrénicas de um estado
menos excitado para outro mais excitado (FU et al., 2020). Por isso, € possivel
monitorar a degradacdo desses pigmentos através de ferramentas
espectrofotométricas.

No estudo de Woo et al. (2011) foi avaliado a influéncia das condi¢cfes de
armazenamento (luz, temperatura, pH e aditivos) na estabilidade de betalainas
extraidas de frutos de pitaya (Hylocereus polyrhizus). As alteracées em fungéo

do tempo foram acompanhadas por espectrofotometria UV-Vis e 0s autores

23



concluiram que a exposicdo a luz contribuiu significativamente para a

deterioragéo destes pigmentos.

3.3 Fontes alternativas de betalainas

As betalainas ocorrem em poucas familias de plantas da ordem
Caryophyllales e localizam-se em partes comestiveis de plantas como folhas,
caule, raiz, fruto, flor, peciolo, bractea e gréos de semente (AKBAR HUSSAIN;
SADIQ; ZIA-UL-HAQ, 2018; KHAN; GIRIDHAR, 2015). Alguns fungos de ordem
superior como A. muscaria e alguns géneros de Basidiomycetes também
biossintetizam esses compostos (AKBAR HUSSAIN; SADIQ; ZIA-UL-HAQ,
2018).

Esses compostos sdo pouco explorados na indastria de pigmentos se
comparado com outros compostos extraidos de plantas. O baixo nivel de
extragdo comercial de betalainas pode ser atribuido a sua baixa estabilidade,
embora esta seja maior em ampla faixa de pH (entre 3 e 9) quando comparado
com as antocianinas (pH < 3). Durante o processo ocorrem perdas que resultam
em rendimento pouco significativo. No entanto, a extracdo de betacianinas é
mais eficiente, pois na extracéo de betaxantinas ocorrem maiores perdas desses
compostos (KHAN; GIRIDHAR, 2015).

A industria de pigmentos tradicionalmente explora betalainas de beterraba
vermelha (Beta vulgaris), conhecido como betanina ou E-162 na Unido Europeia
(CHOO, 2019). Esse pigmento € aprovado e regulamentado pela Food and Drug
Administration (FDA) e suas aplicacdes abrangem uma variedade de produtos
alimenticios e farmacéuticos (ESATBEYOGLU et al., 2015).

No entanto, apds anos de ampla utilizacdo do E-162 em produtos
industriais algumas limitagcbes quanto ao seu uso foram observadas. Esse
pigmento pode ser afetado por espectros de cor, ha a presenca de sabor residual
de solo ocasionado por um composto chamado geosmina e ha o risco de
contaminag¢do com microrganismos presentes no solo. Além disso, as beterrabas
acumulam nitritos e nitratos durante a fase de crescimento e isso pode resultar
em problemas de saude nos consumidores, se consumida em excesso (CHOO,
2019).
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A partir desse contexto se observa a importancia em estudar fontes
alternativas de betalainas e os frutos de pitaya (Hylocereus spp.) se enquadram
nessa linha de pesquisa. Os frutos da espécie H. polyrhizus e H. undatus séo
ricos em betacianinas e possuem betaxantinas em menor quantidade, o que
proporciona um corante com maior forca tintoral (GENGATHARAN; DYKES;
CHOO, 2016). Isso foi demonstrado em alguns estudos que realizaram a
aplicacdo de betalainas extraidas de frutos de pitaya em produtos lacteos como
leite (GENGATHARAN; DYKES; CHOO, 2016) e iogurtes (GENGATHARAN;
DYKES; CHOO, 2017).

3.4 Métodos de extracao de betacianinas de frutos de pitaya

A extracdo de compostos bioativos de matrizes vegetais, em geral,
depende da eficcia e eficiéncia do método de extracdo selecionado (AZMIR et
al., 2013). Existe uma variedade de métodos de extracdo que vem sendo
utilizados ao longo das ultimas décadas e alguns possuem aplicacao industrial.

Os métodos de extracdo podem ser separados em dois grupos: 0S
convencionais e 0s nao-convencionais. O primeiro compreende o uso de
métodos de extracdo sem a necessidade de equipamentos sofisticados. Os néo-
convencionais, ou alternativos, utilizam equipamentos mais sofisticados, mas
com uma série de vantagens frente aos convencionais, principalmente ao se
tratar de reducéo de custos com materiais e tempo de extracao.

E comum o uso de solvente (s) em métodos de extragido convencionais.
A seguir sera comentado 0 uso desses métodos para a extracdo de betalainas
(ou betacianinas) das cascas de Hylocereus polyrhizus de acordo com as
informagdes dispostas na Tabela 2.

Priatni; Pradita (2015) realizaram a extragéo com diferentes solventes. As
amostras foram maceradas e expostas a duas condi¢des: agua destilada,
metanol e agua destilada acidificada ou metanol por 24 horas sob refrigeracéo.
Foi avaliado o conteudo extraido em funcdo do pH da solugédo extratora. Os
resultados indicaram que a extracdo maxima foi 515,20 pg de betacianinas/100g
de amostra, obtida com metanol em pH 5.
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Tabela 2 — Métodos de extracdo de betalainas de diferentes partes de frutos de

pitaya (H. polyrhizus).

Métodos Convencionais

. . Método de Solventes e o
Matéria-Prima . Referéncia
Extracao Reagentes
Agua destilada e Priatni; Pradita
Cascas
metanol (2015)
Putthawan;
o Agua destilada, Prompanya;
Cascas Sélido/liquido ) o .
alcool e acido citrico Promnet
(2022)
Qin et al.
Cascas Etanol
(2020)
Métodos N&o-Convencionais
. _ Método de Solventes e o
Materia-Prima . Referéncia
Extracéo Reagentes
Cascas e Agua destilada e Carrera et al.
Ultrassom
polpa metanol (2021)
Cascas e ) N Fathordoobad
Fluido supercritico CO2
polpa y et al. (2016)
Sistema de flotacao .
Cascas e o o Alcool e cloreto de Leong et al.
elétrica bifasica o
polpa o sodio (2018)
liquida
ThirugnanasA
. . _ mbandham;
Cascas Micro-ondas Agua destilada _
Sivakumar
(2017)

Putthawan; Prompanya; Promnet (2022) utilizaram seis solventes (agua

destilada, acido citrico 2%, acido citrico 4%, alcool 90%, alcool 90% contendo

acido citrico 2% e alcool 90% contendo acido citrico 4%) e agitacdo em

temperatura ambiente por 24 horas. A extracdo maxima foi 59,9 mg de

betalainas totais/g de massa seca, utilizando agua destilada.

26



Qin et al. (2020) utilizou uma solucéo de etanol a 30% em ambiente escuro
e refrigerado a 4 °C. Os autores obtiveram o conteddo de 56 mg de
betacianinas/100g de amostra.

Portanto, € possivel observar que os métodos de extracdo convencionais
sado simples de serem executados e ndo requerem equipamentos sofisticados.
Em geral, esse tipo de abordagem requer um preparo inicial da matéria-prima,
como na maceracdo e em aparelho de Soxhlet, por exemplo, e 0 emprego de
solventes organicos na presenca ou auséncia de acidificacdo e em alguns casos
também se aplica tratamento térmico (FU et al., 2020).

Embora a utilizacdo desses métodos seja considerada simples algumas
desvantagens sao observadas. O longo tempo de extracdo, degradacao de
betalainas e o0 uso de solventes organicos toxicos, bem como contaminacao por
solvente (ALBAHARI et al., 2018) e etapas adicionais de purificacdo do extrato
sao frequentemente citadas.

O rendimento de uma extracdo é importante, uma vez que representa o
custo beneficio do processo. As abordagens de extracdo citadas anteriormente
Sdo responsaveis por uma maior perda de compostos bioativos e como
consequéncia se obtém um baixo rendimento. De acordo com Qin et al. (2020),
h& um indicativo que o rendimento de extragdo de betalainas/betacianinas da
casca de frutos de Hylocereus polyrhizus esteja intimamente relacionado com o
solvente de extragao.

E crescente a demanda por novas tecnologias que permitam otimizar e
superar desvantagens como as citadas anteriormente. Portanto, métodos de
extracdo ndo-convencionais vem sendo estudados com o intuito de melhorar a
taxa de extracdo de compostos bioativos. No geral, de acordo com Cardoso-
Ugarte et al. (2014), esses métodos se destacam principalmente por serem
alinhados aos principios ambientalistas pois seu funcionamento ocorre com
baixo consumo de solvente e menor gasto de energia elétrica.

A seguir, serd comentado alguns métodos de extragdo ndo-convencionais
que realizaram a extracao de betalainas de frutos de Hylocereus polyrhizus, seja
das cascas ou cascas e polpa, de acordo com as informacdes dispostas na
Tabela 2.

Thirugnanasambandham; Sivakumar (2017) realizaram a extracdo de

betalainas assistida por micro-ondas, onde aplicou uma metodologia de
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superficie de resposta, variando os seguintes parametros: temperatura (25, 40 e
55 °C), massa de amostra (10, 20 e 30 g) e tempo de extracéo (2, 6 e 10 min). A
condicao ideal obtida recuperou 9 mg/L de betalainas totais.

A extracdo de Fathordoobady et al. (2016) foi desenvolvida com fluido
supercritico (COz) a presséo de 25 MPa e mistura de etanol/agua a 10% (v/v)
como co-solvente. O conteudo de betacianinas totais das cascas e polpa obtido
foi de 24,58 e 91,27 mg/100 mL, respectivamente.

Leong et al. (2018), também extrairam betacianinas da casca e polpa,
porém, utilizando um sistema de flotacdo elétrica bifasica liquida com alcool e
cloreto de sédio. No geral, os maiores valores de concentracao de betacianinas
foi na fase superior rica em alcool, revelando uma extragdo méaxima de
betacianinas da casca (95,99%, 88,36% e 24,17%, respectivamente) e polpa
(95,49%, 94,89% e 21,19%, respectivamente).

Esses métodos mostraram-se promissores, pois utilizam pouco solvente,
0 consumo de energia elétrica é reduzido e possibilitam a respostas em menor
tempo. No entanto, € importante destacar o elevado custo com os equipamentos
e implantacdo em escala industrial. Dentre estes métodos comentados
anteriormente, a extracdo assistida por ultrassom (UAE, do inglés) tem se
destacado na Ultima década para extracdo de bioativos e possui poucas

desvantagens se comparado aos outros métodos ndo-convencionais.
3.4.1 Extracao assistida por ultrassom

Por defini¢do, ultrassom € a frequéncia superior a 20 KHz, o qual é o limite
de deteccdo auditiva humana. A fonte emissora do ultrassom é um corpo
vibratorio que emite ondas oscilantes, fazendo com que o meio circundante vibre
e transfira energia para outras particulas (ESCLAPEZ et al., 2011; WEN et al.,
2018).

Os parametros fisicos que regem o ultrassom sédo: poténcia (P),
frequéncia (f) e amplitude da onda (A). O nivel de energia de propagacédo do
ultrassom em meio material pode ser expresso como: poténcia ultrassénica (W),

. . ~ - w . . ;s w w
intensidade ultrassonica (—;) ou densidade de energia acustica (— ou —)
cm cm mL

(ESCLAPEZ et al., 2011).
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A extracao assistida por ultrassom (UAE, do inglés) pode causar efeitos
de cavitacdo (acustica ou hidrodinamica), vibracdo, esmagamento, mistura,
entre outros. No entanto, a cavitacdo associada com efeitos térmicos e
mecanicos parecem ter maior significancia na extracéo de bioativos (WEN et al.,
2018). Esse fenbmeno consiste em trés etapas, como criacdo, expansao e
colapso de microbolhas, melhorando o acesso do solvente as particulas solidas
(BHAGYA RAJ; DASH, 2020; CARRERA et al., 2021).

Em alimentos a elevada transferéncia de calor e massa potencializa a
eficiéncia de extracdo. As microbolhas, formadas através da interacdo entre o
ultrassom e o material, quando colapsam ocasionam ondas de choque que
elevam a temperatura e pressao na regidao (ZHANG et al., 2017).

Em nivel celular, a cavitacdo ocasiona a ruptura das paredes celulares,
modifica a estrutura interna das células e aumenta a taxa de transferéncia de
massa, liberando os compostos intracelulares no meio externo (BHAGYA RAJ;
DASH, 2020)

De acordo com Maran; Priya (2016), UAE tem sido considerada uma
alternativa promissora aos métodos de extracdo convencionais. Suas vantagens
incluem reduzir o tempo de extragdo e 0 uso de solvente (s), aumentar o
rendimento da extracdo e melhorar a qualidade dos compostos extraidos.

Além disso, 0 menor custo, em comparacdo com outros métodos de
extracdo ndo-convencionais, compatibilidade com uma maior variedade de
solventes de extracdo, elevada reprodutibilidade em menor tempo, facil
adaptacdo em escala laboratorial e industrial tornou a UAE um método bem
estabelecido nesses segmentos (ALBAHARI et al., 2018; MARAN; PRIYA,
2016), tornando-a mais pratica e versatil (CARRERA et al., 2021).

Por fim, a extracdo de betalainas das cascas de frutos de pitaya
(Hylocereus polyrhizus) assistida por ultrassom parece ser promissora, em
funcdo de sua funcionalidade, uma vez que sua implantagdo em escala

laboratorial e industrial é possivel.

3.5 Encapsulagcédo de compostos bioativos

A encapsulagcdo compreende um conjunto de tecnologias que envolve

materiais gasosos, liquidos ou solidos, que tém a capacidade de formar
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pequenas particulas ou materiais (ANU BHUSHANI,
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; LIM; MENDES; CHRONAKIS, 2019b).

Algumas caracteristicas vao definir a forma e tamanho desses materiais,
como o método aplicado, o material de parede e o material de ntcleo (LOPEZ-
RUBIO et al., 2012; SILVA; ANGELA; MEIRELES, 2014), sendo possivel a
obtencdo de materiais que variam de nandmetros até micrometros (PAULO;
SANTOS, 2017), em diferentes configuragcdes estruturais de encapsulacao e
distribuicdo do material ativo na matriz polimérica.

As técnicas de encapsulacdo apresentam beneficios ao material
encapsulado, como liberacdo controlada, mascarar sabor, cor e odores
desagradaveis, diminui a volatilidade do material, e evita as perdas nutricionais
dos componentes, além de aumentar a vida Util e proteger os materiais contra
processos oxidativos (SILVA; ANGELA; MEIRELES, 2014). A eficiéncia e
escolha do método de encapsulacao depende de fatores como o tipo de material
de nucleo, o material de parede utilizado e as caracteristicas finais do produto
(DIAS et al., 2017).

Na industria de alimentos, a técnica de encapsulacdo vem sendo
explorada (SAIFULLAH et al., 2019), com intuito de resolver problemas e agregar
valor a diferentes produtos industrializados, como alternativa de veiculagéo de
compostos ativos em alimentos e encapsulacdo de materiais e aplicacdo de
forma direta em matrizes alimentares (DE MOURA et al., 2019; DE OLIVEIRA et
al., 2020; JIANG; ZHU, 2019; RUTZ et al., 2017).

3.5.1 Encapsulacéo de betalainas

Devido a facilidade de alteracbes das betalainas, sua utilizacdo na
industria de alimentos é restrita, uma vez que as etapas de processamento de
alimentos podem danificar esses pigmentos. De acordo com Castro-Enriquez et
al., (2020), uma forma de melhorar sua estabilidade é através de encapsulacéo.

Essa tecnologia consiste em aprisionar compostos de interesse, que
podem ter diferentes estados da matéria (solido, liquido ou gasoso), em
pequenas estruturas, formadas por algum agente encapsulante, com tamanho

variando desde alguns nanbmetros até alguns micrébmetros (CASTRO-
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ENRIQUEZ et al., 2020b). A encapsulacdo permite aumentar a resisténcia do
agente ativo a condi¢des adversas que podem ocasionar sua degradacao.

Algumas tecnologias de encapsulacdo foram utilizadas para proteger
betalainas e estas sdo bem difundidas na encapsulacdo de outros compostos
ativos. Foi utilizado spray drying (OTALORA et al., 2015), freeze drying
(RAVICHANDRAN et al., 2014), gelificacdo i6nica (SILVA DE AZEVEDO;
ZAPATA NORENA, 2021) e emulsificacdo (KAIMAINEN et al., 2015).

A encapsulacdo de betalainas de frutos de pitaya ndo foi abordada pela
técnica de eletrofiacdo também chamada de electrospinning. Escassos sao 0s
trabalhos que descrevem a utilizacdo Dessa técnica para encapsular betalainas,
um dos raros exemplos é o estudo de Amjadi et al. (2020) utilizou essa técnica
para encapsular betanina comercial. De acordo com Castro-Enriquez et al.,
(2020), essa técnica pode garantir que esses pigmentos sejam encontrados no
nucleo e ndo dispersos na matriz encapsulante, como ocorre na maioria das

técnicas citadas anteriormente.

3.5.2. Electrospinning

A técnica de Electrospinning ou eletrofiacdo € uma técnica que vem sendo
utilizada como alternativa a encapsulacdo de compostos bioativos (LI et al.,
2021). Trata-se de um processo eletro-hidrodinamico (Lim et al., 2019).

A técnina néo utiliza elevadas temperaturas (LI et al., 2021) e o solvente é
totalmente evaporado no processo de obtencédo dos materiais. Além disso, ela é
referenciada como uma técnica de facil execucdo (WEN et al., 2017), confiavel,
consistente, comercialmente viavel (Kamsani et al., 2021) e de alto desempenho
em comparacao a outras técnicas.

O sistema que compde o Electrospinning € formado por quatro dispositivos
principais (Haider et al., 2018): uma fonte de alimentacao de alta tensdo (operada
sob corrente continua — DC), uma bomba de seringa para controle do fluxo de
alimentacdo (mL/h) da solucdo polimérica, uma seringa (de vidro ou plastico)
com agulha metalica para armazenar a solucao e um coletor metalico. A agulha

pode ser disposta vertical ou horizontalmente e o coletor € o alvo que ira receber
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as fibras. Um exemplo de estacdo de electrospinning pode ser observado na
Figura 2.

Figura 2 — Estacéo de electrospinning.

Fonte de alta s
tensao =

Colector

Fonte: Franco (2009).

A técnica consiste em utilizar forcas eletrostaticas para elaborar fibras a
partir de solugdo polimérica com o agente ativo. A mistura liquida € ejetada
através da ponta de uma agulha, sob fluxo constante, por uma bomba de seringa
(Ghorani & Tucker, 2015).

No processo de eletrofiacdo, uma solucéo polimérica contendo agente ativo
e mantida por sua tensdo superficial em uma seringa é submetida a forcas
eletrostaticas repulsivas mediante aplicacdo de um campo elétrico e uma carga
elétrica na superficie da solucédo (DABIRIAN et al., 2011).

No momento em que o campo elétrico atinge um valor critico, as forcas
elétricas repulsivas superam as forcas de tensdo superficial e, portanto, forma-
se uma gota na ponta da agulha. Essa regido transforma-se em um cone,
conhecido como cone de Taylor (RAFIEI et al., 2013), e um jato instavel da
solucdo é ejetado sob fluxo constante em movimento de flexdo assimétrico
fazendo com que os materiais sejam rapidamente formados enquanto ocorre,
em paralelo, a evaporacao do solvente, fazendo com que os materiais alcancem
o coletor sem qualquer residuo de solvente (Haider et al., 2018; Hulupi & Haryadi,
2019).

Véarios sdo os parametros que podem influenciar o processo e a partir

desses é possivel obter fibras com caracteristicas diferenciadas como nanofibras
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alinhadas, frisadas, ocas, porosas, onduladas e espirais, além de estruturas
como grade, fio e fibras torcidas. Essa variedade morfoldgica das fibras é
resultante da instabilidade do jato da solucéo polimérica regida pelas interacdes
eletrostaticas (BHAGURE; RAO, 2020; JIANG; ZHU, 2019; LIM; MENDES;
CHRONAKIS, 2019b).

Essa instabilidade, que resulta dos aspectos reoldgicos da solugéo
polimérica, € um fator determinante na formacéao das fibras (Ahmed et al., 2015;
Hulupi & Haryadi, 2019). As fibras obtidas pela técnica de electrospinning podem
ser denominadas nanofibras, quando apresentam diametros de até 100 nm ou
ainda fibras ultrafinas, microfibras ou fibras eletrofiadas quando apresentarem
diametros com maiores valores (BHAGURE; RAO, 2020; CRAMARIUC et al.,
2013).

Com isso € possivel obter materiais com diametros variando desde alguns
nandmetros a até dezenas de microns (Hulupi & Haryadi, 2019; Lim et al., 2019).
Além disso, sdo obtidas com area de superficie superior (relacdes superficie-
volume ou superficie-massa), elevada porosidade e de facil utilizacdo na
fabricacdo de diferentes estruturas em comparacdo a fibras convencionais
(Hulupi & Haryadi, 2019).

Fibras com estruturas distintas podem ser obtidas através de
automatizacéo de algumas propriedades, seja do polimero, solucdo polimérica e
condicbes de processamento. Como propriedades do polimero temos a
solubilidade, peso molecular, ponto de fusdo, temperatura de transicao vitrea e
velocidade de cristalizagdo; parametros intrinsecos da solu¢éo polimérica como
caracteristicas  dielétricas, condutividade, concentracdo, viscosidade,
viscoelasticidade, tensdo superficial e volatilidade do solvente (Badhe e
Balasubramanian, 2015; Ghorani & Tucker, 2015; Lim et al., 2019).

As condi¢cdes do processamento como fluxo de alimentagdo (mL/h),
distancia entre a ponta da agulha e o coletor (cm), tensao aplicada (kV), diametro
da agulha (mm), composicao e geometria do coletor (J.H. HE; Y. WU; N. PANG,
2005; KILIC; ORUC; DEMIR, 2008; OKUTAN; TERZI; ALTAY, 2014); e
condicbes do ambiente de operacdo como temperatura (°C), umidade (%) e
pressdo atmosférica tém influéncia nas caracteristicas dos materiais obtidos
(Badhe & Balasubramanian, 2015; Ghorani & Tucker, 2015).
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CAPITULO 1 - APLICACAO DE “DESIGN OF EXPERIMENTS” EM
PROCESSO DE EXTRAGCAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM DE
BETACIANINAS DAS CASCAS DE PITAYA (HYLOCEREUS POLYRHIZUS E
HYLOCEREUS UNDATUS)

1 INTRODUCAO

A pitaya (Hylocereus spp.) € uma cactacea encontrada em regides
tropicais e subtropicais da América do Norte, Central e do Sul (LE BELLEC,;
VAILLANT; IMBERT, 2006; ZHUANG; ZHANG; SUN, 2012). Sua adaptacdo em
diferentes climas, facil manejo, reduzido tempo para obtencéo do fruto, em geral
30 dias apds a antese, e custo beneficio justificam seu cultivo em diferentes
paises, incluindo o Brasil.

O peso do fruto em sua maturidade fisiolégica pode variar em média de
200 a 1000 g (ZEE et al., 2004). A polpa e as cascas podem ter diferentes
coloracdes, dependendo da espécie. Além disso, possui inimeras sementes
distribuidas uniformemente na polpa. As cascas, que representam 33% do peso
do fruto (TENORE; NOVELLINO; BASILE, 2012), s&o tratadas como
subprodutos na industria de alimentos (JAMILAH et al., 2011) e, ap4s o0 consumo
da polpa in natura, sdo descartadas como residuo orgéanico.

As cascas possuem betalainas como principal pigmento. Estes
compostos hidrossolUveis séo restritos a algumas familias de plantas da ordem
Caryophyllales (AKBAR HUSSAIN; SADIQ; ZIA-UL-HAQ, 2018) e possuem o0
acido betalamico (4-(2-oxoetilideno)-1,2,3, &acido 4-tetrahidropiridina-2,6-
dicarboxilico) como precursor biossintético (CASTRO-ENRIQUEZ et al., 2020b;
POLTURAK; AHARONI, 2018).

Na biossintese de betalainas o &cido betalamico reage por conjugagéo
com aminoacidos ou aminas para obter betaxantinas, de cor amarela, ou
condensacao com ciclo-DOPA (L-3,4-dihidroxi-fenilalanina), ou seus derivados
de glicosil, para formar betacianinas com coloracdo variando do vermelho ao
violeta (KHAN; GIRIDHAR, 2015; MOH ZIN; ANUCHA; BANVOLGY]I, 2020).

As betacianinas sdo 0s pigmentos majoritarios presentes nas cascas dos

frutos da espécie H. polyrhizus e H. undatus. A betacianina, pertencente a este
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grupo, € a principal espécie quimica nas cascas de frutos de pitaya e,
geralmente, é extraida da beterraba vermelha (Beta vulgaris) para ser utilizada
como pigmento na industria alimenticia. Este € denominado E-162 pela Unido
Europeia (CHOO, 2019) e regulamentado pela Food and Drug Administration
(ESATBEYOGLU et al., 2015).

A atividade antioxidante das betacianinas é considerada elevada, devido
ao numero de grupos hidroxila (-OH) ou imina (RR'C=NH), e a presenca de
agliconas, na estrutura molecular, permitirem uma maior atividade antioxidante,
através da doacdo de elétrons, para estabilizar radicais livres (CAI; SUN;
CORKE, 2003; LEE et al., 2014).

Alguns estudos envolvendo a extracdo de betacianinas das cascas de
frutos de pitaya foram desenvolvidos. As técnicas de extracdo mais utilizadas
foram maceracdo (PRIATNI; PRADITA, 2015) e solvente (PUTTHAWAN;
PROMPANYA; PROMNET, 2022), e, em alguns casos, assistidas por micro-
ondas (THIRUGNANASAMBANDHAM; SIVAKUMAR, 2017) e ultrassom
(CARRERA et al., 2021).

Este ultimo vem sendo utilizado como um método alternativo aos métodos
tradicionais de extracao de pigmentos e se adequa aos principios ambientalistas
(MARAN; PRIYA, 2016). Suas principais vantagens incluem reduzir o tempo de
extracdo e o uso de solvente (s), aumentar o rendimento da extracdo, melhorar
a qualidade dos compostos extraidos e ser de facil adaptacdo em escala
laboratorial e industrial (ALBAHARI et al., 2018; MARAN; PRIYA, 2016).

A extracdo assistida por ultrassom pode ser otimizada através de “Desing
of Experiment” para se obter um modelo matematico preditivo, mediante
avaliacdo de um conjunto de variaveis independentes ou fatores. Esse tipo de
metodologia pode ser utilizado em conjunto com métodos multivariados
permitindo a obtencdo de informagdes que auxiliem em tomadas de decisdes
inerentes a processos na industria de alimentos.

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial de utilizacdo de cascas
de H. polyrhizus e H. undatus para extracdo de betacianina através de
ferramentas quimiomeétricas empregadas no processo de extracdo assistido por
ultrassom e avaliar a cor, o conteudo de compostos fendlicos totais e atividade

antioxidante dos extratos.
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2 METODOLOGIA

2.1 Material

Frutos de pitaya de duas espécies provenientes de um pomar da regiao
de Arroio Grande/RS, Brasil foram colhidos no ponto de maturacéo adequado ao
consumo humano. As cascas da espécie H. polyrhizus apresentaram solidos
soluveis totais de 5,13 + 0,64 °Brix, pH de 4,61 + 0,02, acidez total titulavel de
0,16 £ 0,01 g de acido malico por cento e umidade de 89,09 + 0,22%. As cascas
da H. undatus apresentaram sélidos sollveis totais de 3,12 + 0,32 °Brix, pH de
4,35 + 0,08, acidez total titulavel de 0,16 + 0,04 g de &cido malico/g de casca
fresca e umidade de 91,89 + 1,30%. As andlises das caracteristicas das cascas
dos frutos foram determinadas de acordo com os protocolos de Official Methods
of Analysis of Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) International
(1997).

2.2 Desenho experimental

2.2.1 Triagem das variaveis independentes

Inicialmente, foi utilizado um planejamento fatorial completo (24) com dois
niveis codificados (-1 e 1) para avaliar a importancia de variaveis independentes
na extracao de equivalentes de betanina (EBT), variavel dependente, das cascas
de pitaya (H. polyrhizus) (Tabela 3) através dos softwares Desing Expert e
Octave. As variaveis foram: volume de solucdo extratora (v) (10 e 40 mL),
concentracdo de solucéo etandlica (EtOH) (15 e 90%), massa de amostra (m) (1
e 8 g) e tempo de sonicacéo (t) (5 e 30 min). Os EBT foram quantificados por

espectrofotometria.

2.2.2 Otimizagéao das condic¢des de extracéo

ApoOs a identificagcdo das variaveis de maior importancia, no processo de
extragdo em estudo, foi elaborado um novo planejamento fatorial do tipo

composto central rotacional (22) com pontos axiais (a) e ponto central (PC). As
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variaveis experimentais EtOH (19, 25, 40, 55 e 61%) m (1,73, 2,25, 3,5, 4,75 e
5,27 g) identificadas como de maior importancia foram testadas. As variaveis v
e t foram fixadas em 20 mL e 15 min, respectivamente.

Os niveis codificados utilizados foram: -1 e 1 na regido 22, -1,41 e 1,41 na
regiao estrela, e 0 no PC. Foram utilizados quatro a e trés repeticdes auténticas
no ponto central, totalizando 11 experimentos (Tabela 4). O numero de
experimentos (N) e os a foram estimados de acordo com as seguintes

expressdes matematicas:

N = 2K + 2%k + PC (1)
a=V2k ()

Onde k é o numero de variaveis estudadas.

Apds o desenvolvimento do novo planejamento, em ordem aleatoria, o
contetdo de EBT em cada extrato foi quantificado, conforme o item 4.4. Estes
resultados foram avaliados por Analise de Variancia (ANOVA) e o modelo
preditivo foi obtido utilizando o software Design Expert de acordo com a seguinte

expressdo matematica:

Yy =Po+2iBixi +& €))

Onde y é a resposta ou variavel dependente, x; a variavel independente.
Bo e Bi sdo os parametros do modelo de regressao, ou coeficientes, e & o erro
determinado.

Apbs a identificacdo da condicdo experimental predita como regido 6tima
de trabalho para extracdo de EBT, esta foi validada em triplicata, ou seja, foi
realizada uma nova extracédo e quantificacdo para as cascas de H. polyrhizus e

também H. undatus.
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2.2.3 Caracterizacéo dos extratos de casca de frutos de pitaya

Apos localizac&do do ponto 6timo de extracdo assistida por ultrassom, as
EBT das cascas de frutos de pitaya foram extraidas e caracterizadas quanto aos

parametros de cor, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

2.3 Extracao assistida por ultrassom

A extracao foi desenvolvida seguindo a combinacdo das varidveis do
planejamento experimental completo (Tabela 3) e os experimentos foram
realizados ao abrigo da luz, em ordem aleatéria. A amostra foi misturada com
solucéo extratora preparada com diferentes concentracdes de etanol em agua
(pH ajustado em 5,5), em tudo Falcon de 50 mL e exposta ao ultrassom em
banho ultrassonico (UNIQUE, modelo USC-1400A, Brasil) que possui uma
poténcia ultrassbnica de 135 W RSM, frequéncia ultrassénica de 40 KHz,
poténcia nominal de 70 W e frequéncia de 50/60 Hz. Uma vez que o extrato foi
obtido, este foi filtrado através de bomba de véacuo.

Foi calculado a densidade de energia (DE), ou seja, o fornecimento de
energia por unidade de volume, transferida para o sistema de cada extracdo

(Tabela 3), conforme a expresséo utilizada por Arruda et al. (2019):

DE () = e amostra oy @)

A temperatura de extracao no banho ultrassonico foi fixada em 50 + 1 °C
pois em estudo prévio na literatura cientifica foi verificado que as condi¢es
experimentais preditas como regido otima de trabalho para essa variavel, em
extragcdo de betacianinas, sdo frequentemente relatadas entre 40 e 60 °C
(BHAGYA RAJ; DASH, 2020; TABIO-GARCIA et al., 2021). Em temperaturas
superiores e sob aquecimento prolongado as betacianinas se decompdem em
compostos glicosilados (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006).

A escolha da agua e EtOH (Dinamica, 99,5 % de pureza, Brasil) como

solventes foi com base nos principios ambientalistas, uma vez que oferecem
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menor risco ao meio ambiente. Aléem disso, a eficiéncia destes solventes em
processos de extracdo foi indicada como superior, quando comparada a outros
solventes puros (FERNANDO et al., 2021).

Para se evitar possiveis perdas das betacianinas em processos de
extracdo é comum o ajuste do pH da solucéo extratora para 5,5 pois nesse pH a
estrutura quimica desses compostos € mais estavel frente a modificacdes
estruturais que podem resultar em degradacéo desses compostos (HERBACH;
STINTZING; CARLE, 2006). Portanto, o pH da solucdo EtOH foi ajustado com
acido citrico (Synth, pureza de 99,5%, Brasil) e hidréxido de sédio (Dinamica,
98% de pureza, Brasil) 0,1 M (m/v), através de um potenciébmetro digital de
bancada com compensacdo automatica de temperatura (KASVI, K39-1420A,
Brasil) munido com eletrodo e sonda de temperatura (KASVI, K38-1301A,

Brasil).

2.4 Quantificacao de EBT por espectrofotometria

ApoOs a extracdo, 200 pL de extrato foi analisado em espectrofotémetro
UV-Vis de microplacas (Spectramax 190, Molecular Devices VR). Inicialmente,
foi realizada uma varredura (380 a 750 nm) do extrato para identificacdo do
comprimento de onda maximo (Amax = 538 nm) dos compostos. A absorbancia
(A) obtida foi utilizada para quantificar EBT no extrato, conforme a seguinte

expressao matematica:

EBT( mg ) _ (A*V*MM

100g de casca fresca

) + 100000 (5)

exlxm

Onde V é o volume de solucdo, MM é a massa molecular da betanina
(550,47 g/mol), € é a absortividade molar (60000 L/mol*cm), [ € o caminho 6tico
(0,6 cm), m a massa de amostra utilizada e 100000 é o fator de conversao para

mg
se expressar o resultado em To0g"
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2.5 Efeitos e normalidade

Com os dados obtidos através do planejamento completo (Tabela 3)
foram calculados os efeitos, as porcentagens e normalidade dos efeitos para
cada variavel (v, EtOH, m e t) e suas interacbes através da metodologia
computacional descrita por Pereira; Pereira-Filho (2018) através do software

Octave.
2.6 Andlise de cor e pH dos extratos

Os parametros de cor (L*, a*, b*, C* e H*) dos extratos obtidos apos a
validacdo foram determinados através do espaco de cor CIE L*a*b* e CIE
L*C*H*, a luz da Commission Internationale de I'Eclairage (CIE, 2004). Foi
utilizado um colorimetro digital (KONICA MINOLTA, CR-400, Japéao) acoplado a
um acessorio (KONICA MINOLTA, CR-A70, Japédo) de medicdo de cor em
liquidos, posicionado a 90° em relacdo a amostra.

Com os parametros obtidos foi calculada a diferenca de cor (AE*) e
tonalidade (AH*) entre os extratos. O extrato da espécie H. polyrhizus foi utilizado
como padrao de comparacdo, uma vez que obteve maior contetdo de EBT. As

expressdes matematicas utilizadas para obter AE* e AH* foram:

AE* = ((AL%)? + (Aa*)? + (Ab%)?)®@ (6)
1

AH* = ((AE %2 — (AL %)? — (AC#)H)? (7)

O pH dos extratos foi medido com um potencidémetro digital de bancada

com compensacao automatica de temperatura (KASVI, K39-1420A, Brasil)

munido com eletrodo e sonda de temperatura (KASVI, K38-1301A, Brasil),

calibrado em solucao tampéo pH 7 e 4.
2.7 Quantificagdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Apés a etapa de validacdo, estes extratos foram utilizados para

quantificacdo dos compostos fendlicos totais e foi avaliado sua atividade
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antioxidante através dos meétodos de eliminacdo dos radicais ABTS™ (2,2'-
azinobis-acid,3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic) (Sigma-Aldrich, pureza > 98%,
CAS: 30931-67-0, USA) e DPPH" (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Sigma-Aldrich,
CAS: 1898-66-4, India) em espectrofotbmetro UV-Vis de microplacas
(Spectramax 190, Molecular Devices VR).

Os compostos fendlicos totais foram quantificados conforme o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Waterhouse (2006) com algumas
modificacdes. Portanto, 100 pL do extrato foi diluido com 155 pL de agua
destilada, em seguida adicionado de 15 pL de Folin Ciocalteu Fenol (Exodo
Cientifica, Brasil) (1 M) (v/v) e acondicionada em ambiente escuro por 10 min, a
25 £+ 1 °C. ApoOs esse tempo foi adicionado 30 uL de carbonato de sddio (Synth,
pureza > 99%, Brasil) (1 M) (m/v) e armazenado nas mesmas condi¢des por 2 h.
A leitura foi realizada a 725 nm.

Uma curva analitica de &cido galico (Dindmica, pureza de 98%, Brasil) foi
elaborada para quantificacdo, com concentragdes variando de 0,001 a 0,01 g de
equivalentes de acido galico (AEG)/mL (R? = 0,9933), e o resultado foi expresso
em mg de AEG/100g de casca fresca.

Para atividade antioxidante foi elaborada uma solugéo estoque do radical
ABTS™ (7 mM) (m/v). A solugéo de uso foi elaborada da seguinte forma: 5 mL
de solucdo estoque ABTS** com 88 L de persulfato de potassio (Impex, pureza
de 99%, Brasil) (140 mM) (m/v), essa mistura foi acondicionada em ambiente
escuro por 16 h, a 25 £ 1 °C. ApGs esse periodo, a solu¢cdo de uso foi diluida até
se obter uma absorbancia de 0,70 + 0,05 nm a 734 nm. Em sequéncia, 50 pL de
extrato foi misturado com 250 pL da solucao diluida e armazenada nas mesmas
condi¢cBes por 6 min. Uma curva analitica de Trolox (Sigma-Aldrich, pureza de
97%, CAS: 53188-07-1, Brasil) foi elaborada para quantificagdo, com
concentracdes variando de 0,00005 a 0,00055 mM de equivalentes de Trolox
(ET)/mL (R? = 0,9902), e o resultado foi expresso em uM de ET/100g de casca
fresca.

Para o método DPPH' (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995),
uma solucdo estoque (0,24 mg/mL) foi preparada com metanol (Dinamica,
pureza de 99,9%, Brasil) e a solu¢do de uso foi diluida no mesmo solvente até
se obter uma absorbancia de 1,10 + 0,02 a 515 nm. Em sequéncia, 50 pyL de

extrato foi misturado com 250 pL da solucdo diluida e acondicionado em
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ambiente escuro por 2 h, a 25 + 1 °C. A leitura foi realizada em 515 nm, a
quantificacdo foi através de curva analitica (R? = 0,9902), e o resultado foi
expresso em UM de ET/g de casca fresca.

2.8 Tratamento estatistico

Os dados obtidos foram analisados através da ANOVA e os coeficientes
de correlacao de Pearson (r) foram calculados a 95% de significancia (p < 0,05).
O teste t de student foi calculado a 95% (p < 0,05) e 99% (p < 0,01) de
significancia. Os programas computacionais utilizados foram Design Expert

(versao 6.0.4), Octave (versao 6.1.0) e Statistica (versao 7.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Identificacao das variaveis independentes significativas

Em extracdes do tipo sélido-liquido a migracdo de compostos do solido
(amostra) para o liquido (solucdo extratora) é dependente das propriedades
fisico-quimicas dos compostos e da solucdo extratora (LEFEBVRE;
DESTANDAU; LESELLIER, 2021). No entanto, um fator a ser considerado em
processos de extracao solido-liquido convencionais € o baixo acesso do solvente
aos compostos, sendo necessario alguma técnica que auxilie no cisalhamento
do solido.

O ultrassom promove a transferéncia de energia para o sistema e
ocasiona o fenbmeno de cavitacdo acuUstica e hidrodinAmica, favorecendo o
cisalhamento da célula vegetal e liberacdo de conteudo intracelular. A
transferéncia de calor e massa no sistema promove uma elevada temperatura e
pressdo intracelular, conferindo caracteristicas industriais interessantes ao
processo como extracdo dos compostos de interesse em menor tempo e maior
eficiéncia (PINELA et al., 2019; ZHANG et al., 2017). Wen et al. (2018) destacam
uma associacdo significativa entre cavitacdo e temperatura na extracao de
compostos bioativos. Portanto, a densidade de Energia (DE) fornecida ao

sistema é um parametro relevante a ser considerado na extracédo assistida por
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ultrassom, uma vez que influencia o contetdo obtido dos analitos de interesse,

pois ha relacdo com as variaveis do presente estudo (v e t).

O planejamento fatorial completo (Tabela 3) foi utilizado para identificar

entre as variaveis independentes (v, EtOH, m e t) qual a de maior importancia no

processo de extracao assistida por ultrassom de EBT. Na extracdo de EBT a DE

variou de 525 a 12600 J/mL (Tabela 3). A correlacdo entre a DE e o conteudo de

EBT extraidos foi negativa (r oe e esT) = -0,20), sugerindo que a combinagéo de v

e t utilizadas nesse planejamento, em um dado momento, resultou em uma DE

desfavoravel ao processo e consequentemente reduziu o conteddo de EBT

extraido.
Tabela 3 — Planejamento fatorial completo para triagem das variaveis
independentes.
Variavel
Variaveis independentes DE®
Exp. dependente
(J/mL)
vi(mL) EtOH? (%) m3(g) t*(min) EBT® (mg/100g)
1 10 15 1 5 3150 1,84
2 40 15 1 5 525 5,82
3 10 90 1 5 2100 0,85
4 40 90 1 5 12600 1,73
5 10 15 8 5 2100 1,08
6 40 15 8 5 3150 1,12
7 10 90 8 5 2100 0,99
8 40 90 8 5 525 0,51
9 10 15 1 30 525 3,08
10 40 15 1 30 525 1,45
11 10 90 1 30 3150 0,71
12 40 90 1 30 3150 0,63
13 10 15 8 30 12600 1,56
14 40 15 8 30 2100 1,07
15 10 90 8 30 12600 1,05
16 40 90 8 30 12600 0,81

Volume de solucéo extratora. 2Concentracdo de solucao etandlica. 3Massa de amostra. “Tempo

de sonicacdo. Densidade de energia. ®Equivalentes de betanina.

De acordo com Roriz et al. (2022) quando h& energia fornecida em

excesso para o sistema a integridade das moléculas alvo pode ser
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comprometida. A exposicdo em excesso podem degradar os compostos, pois ha
um aumento de pressao e temperatura na regiao celular, promovido pelo intenso
colapso de microbolhas oriundas da cavitagdo, comprometendo a eficiéncia do
processo de extracdo (ARRUDA et al., 2019; NIPORNRAM et al., 2018).

Uma correlacéo nula entre o contetdo de EBT e as variaveis v (10 e 40
mL) e t (5 e 30 min) foi observada, pois seus coeficientes foram préximos de zero
(r veesn) = 0,10 e r ¢eesm) = -0,18). Isso indica que os diferentes v e t utilizados
nesse estudo ndo demonstraram influéncia significativa no contetdo de EBT
extraido.

Isso pode ter ocorrido em funcdo do conteldo de pectina presente na
casca dos frutos (H. polyrhizus) (FERRERES et al., 2017), correspondendo a
20,34% (ZAIDEL et al., 2017), que pode ter dificultado a difusdo dos compostos
para o solvente e influenciado na transferéncia de massa (RAMLI; ISMAIL;
RAHMAT, 2014; THIRUGNANASAMBANDHAM; SIVAKUMAR; PRAKASH
MARAN, 2014). Isso também pode justificar a correlacdo negativa (r (m e em) = -
0,39) entre a variavel m e o conteudo de EBT extraido, indicando que o aumento
de m diminuiu a extragao do analito.

O mesmo comportamento foi observado para a varidvel EtOH (r toH e
een) = - 0,48), i.e.,, 0 aumento de EtOH também reduziu o conteddo de EBT
extraido. Isso pode estar relacionado com a polaridade da solugéo extratora.

O momento de dipolo (1) e as estruturas quimicas das moléculas que
compdem a solucao extratora e a molécula alvo séo consideradas em processos
de extracdo, pois estas caracteristicas podem definir o carater polar ou apolar
dos compostos e a eficiéncia do processo. De acordo com Xu et al. (2019), a
polaridade da solucdo extratora é um fator importante a ser considerado na
extracdo de compostos bioativos porque essa propriedade € vital para a
capacidade de solubilizacéo dos analitos.

A agua (1 = 1,85) e o etanol (4 = 1,70) sdo moléculas polares, uma vez
gue os M sdo proximos. O etanol € composto por uma cadeia curta de dois
carbonos e pelo grupo funcional —OH, resultando em uma forte ligacdo de
hidrogénio entre a agua e o alcool (MARTINS; LOPES; DE ANDRADE, 2013).

Portanto, o aumento de EtOH foi desfavoravel ao processo de extracao,

sugerindo que as moléculas que compdem a solucdo extratora possuiam
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reduzidos sitios de ligacdo disponiveis para a molécula alvo que pertence a um
grupo de moléculas conhecidamente polares, as betalainas.

Com base nos resultados do planejamento fatorial completo foi possivel
calcular quinze efeitos (Figura 3): quatro de primeira ordem (1 ao 4), seis de
segunda ordem (5 ao 10), quatro de terceira ordem (11 ao 14) e um de quarta
ordem (15).

Figura 3 — (a) Porcentagem e (b) normalidade dos efeitos das variaveis

independentes sob as variaveis dependentes.
(a) 25 (b) 2 T T T . s

20 -

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1
Efeitos Efeitos

As variaveis de maior importancia no processo de extracdo do analito sdo
EtOH (2) e m (3) pois estas apresentaram 0s respectivos efeitos -1,22
(representa 23,20% das extracdes) e -0,99 (representa 15,34% das extracoes).
Além disso, a interacao dessas variaveis apresentou efeito 0,85 e representou
11,31% das extracbes. Como esse efeito de interacdo foi positivo, isso indica
gue a combinacao dessas variaveis foi favoravel ao processo de extracao.

As variaveis v (1) e t (4) ndo demostraram efeito significativo na extragéo
do analito nos niveis utilizados neste estudo. Como estes efeitos de primeira
ordem (1 e 4) nao foram significativos, suas interac¢des (7, 9, 10, 11, 12, 13, 14
e 15) podem ser desconsideradas. Estas observagdes concordam com o gréfico
de normalidade, pois os efeitos proximos de zero ndo sao significativos. Uma vez
gue isso ocorre, as variaveis podem ser utilizadas em qualquer uma das
condi¢cbes testadas no estudo (GAMELA; COSTA; PEREIRA-FILHO, 2020).
Portanto, para a etapa de otimizacéo a variavel v foi fixa em 20 mL e a variavel t

em 15 min.
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O sinal negativo dos efeitos de primeira ordem significativos (2 e 3)
sugerem que para se obter uma regido 6tima de trabalho na extracdo de EBT

deste estudo as variaveis EtOH e m devem ser utilizadas em nivel baixo.

3.2 Otimizacgéao do processo de extracao

Através dos dados obtidos (Tabela 4) foi calculado um modelo linear de
regressao, com significancia em 95%. A ANOVA (Tabela 5) indicou que o modelo
€ significativo, o valor critico F.s (3,11) € menor que o F obtido (4,85), para extracao

de EBT. Os residuos para o modelo podem ser considerados aleatérios.

Tabela 4 — Variaveis independentes e dependentes para otimizacdo do

processo de extracao de EBT.

- Variaveis Independentes Variavel Dependente
- EtOH? (%) m? (g) EBT? (mg/100g)
1 25 2,25 1,32
2 55 2,25 1,75
3 25 4,75 1,23
4 55 4,75 0,89
5 19 3,5 1,63
6 61 3,5 1,07
7 40 1,73 1,81
8 40 5,27 0,99
9 40 3,5 1,19
10 40 3,5 1,75
11 40 3,5 1,11

1Concentracdo de solucéo etandlica. 2Massa de amostra. *Equivalente de betanina.

O modelo apresenta falta de ajuste, o Fs» (19,33) é superior ao F obtido (0,36)
e, portanto, 0S erros previstos pelo modelo se diferem dos erros experimentais.
Apesar da falta de ajuste o modelo pode ser testado.

Com base na ANOVA (Tabela 5), observamos que apenas dois
coeficientes (Bo e B2) foram significativos, em nivel de 95% de significancia, para
se obter um modelo preditivo para extracdo do analito.

O coeficiente B1, que corresponde a variavel EtOH, néo foi significativo,

sugerindo que as respectivas concentracbes de etanol utilizadas nesse
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planejamento nédo diferiram significativamente quanto ao conteudo extraido do

analito.

Tabela 5 — ANOVA para o modelo de regresséo obtido para extracdo de EBT.

Fator SQ! GL? MQ3 Valor F Valor p
Regressao 0,62 2 0,31 4,85 0,0418
Residuo 0,51 8 0,064
Falta de
. 0,27 6 0,044 0,36 0,8572
ajuste
Erro puro 0,24 2 0,12

1Soma quadratica. 2Graus de liberdade. SMédia quadratica. Valor critico para regressédo Fog =
3,11 e para falta de ajuste Fe2 = 19,33.

Sendo assim, utilizou-se apenas os coeficientes significativos e seus erros

previstos para obter o seguinte modelo matemético preditivo:

mg
EBT (m) = 1,350 +0,076 — 0,264 40,089 * M

Os coeficientes significativos no modelo linear ilustram os efeitos das
variaveis independentes. O efeito sob a resposta € representado pelos valores
paramétricos, ou coeficientes, que, para fins de andlise independem do sinal
(ROCHA et al., 2020; RORIZ et al., 2022). Nesse sentido, apenas 0 [o (1,350)
e o0 B2(0,264) foram significativos. O Bo € o intercepto ou coeficiente linear do
modelo de regressao e o 32 € o coeficiente relacionado a quantidade de amostra
(m).

A superficie e as curvas de contorno para extracdo de EBT (Figura 4)
indicam que ao diminuir a massa de amostra o contetudo extraido aumentou e
que o inverso resultou na diminuicdo do analito extraido, possivelmente porque
houve saturacdo do sistema, dificultando a extracdo do analito, concordando
com o coeficiente de correlagao (r (meest) = -0,70).

Para a variavel EtOH, a superficie sugere que pode ser utilizado qualquer
uma das concentragdes utilizadas no presente estudo. Entretanto, a correlacao

negativa (r ewoH e ety = -0,23) indica que uma menor concentragcao de EtOH
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(@)

EBT (mg/100g)

favorece a extracdo de EBT. Essas observacdes concordam com o que foi

discutido acerca dos efeitos.

Figura 4 — Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) para o0 modelo
(b) .
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Através da superficie de resposta e curvas de contorno foi possivel obter
a condicdo experimental predita como regido 6tima de trabalho. Analisando a
superficie e com o apoio dos coeficientes de correlacédo, obteve-se a seguinte
condicdo experimental: para extrair 1,83 mg de EBT/100g de casca fresca de
frutos de pitaya pode ser utilizado 1,73 g de amostra e 19% de EtOH, com
rendimento de aproximadamente 0,11%. As outras variaveis do processo de
extracdo foram fixas em: v de 20 mL, t de 15 min, temperatura de 50 £ 1 °C e pH
5,5.

Esta condicéo experimental foi validada em laboratério e obtivemos 2,20
+ 0,26 mg de EBT/100g de casca fresca, rendimento de 0,13%, para a espécie
H. polyrhizus, néo diferindo significativamente do valor predito, conforme o teste
t (p < 0,01). Também foi validada para a espécie H. undatus, onde obtivemos
1,82 £ 0,11 mg de EBT/100g de casca fresca, rendimento de 0,11%.

Alves; Monteiro; Pompeu (2018) obtiveram um modelo linear preditivo
para o conteido de EBT através de um planejamento fatorial completo para
extracao solido-liquido convencional, variando as propor¢des de acido cloridrico
(%), temperatura e etanol (%). Os valores de EBT obtidos variaram de 5,92 a
11,54 mg/100g utilizando 5 g de casca fresca (H. polyrhizus). Apesar do nosso

resultado ter sido inferior, utilizamos apenas 1,73 g de amostra.
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Outros estudos que utilizaram extracdes convencionais como o de
Rodriguez et al. (2016) utilizaram 400 g de amostra e 800 mL de etanol puro para
extrair 30 mg de EBT/100g de casca fresca (H. polyhizus). Priatni; Pradita (2015)
extrairam 515,20 ug de EBT/100g de casca fresca (H. polyhizus) utilizando 100
g de amostra, metanol puro (pH = 5,0) e maceracéao.

O resultado obtido no presente trabalho utilizou uma menor quantidade de
amostra (1,73g) e concentracao de etanol (19%), sugerindo que a metodologia
de superficie de resposta associada com uma extracdo assistida por ultrassom
possivelmente aumentou o conteldo extraido. Corroborando com os estudos de
Roriz et al. (2022) e Bhagya Raj; Dash (2020) que utilizaram esse tipo de
metodologia e ultrassom para extrair betacianinas de casca de frutos de pitaya
seca (H. costaricensis e H. undatus, respectivamente).

O uso de ultrassom em diferentes processos de extracédo de betacianinas
foi indicada como de maior eficiéncia. A extracao e quantificacdo de betalainas
foi realizada em outras matérias-primas, como 3,06 mg de betacianinas/g de
polpa fresca de beterrada (Beta vulgaris L.) (FERNANDO et al., 2021), 97,48 mg
de betacianinas/100g de massa seca de flores de amaranto (Amaranthus
hypochondriacus var. Nutriso) (TABIO-GARCIA et al., 2021), e em outros frutos
de cactos como 41,54 mg de equivalentes de betalainas totais/100g de Opuntia
ficus-indica (PRAKASH MARAN; MANIKANDAN; MEKALA, 2013) e 10,06 mg de
betalainas totais/g de massa seca de Opuntia stricta var. Dilenii’'s (GOMEZ-
LOPEZ et al., 2021).

3.3 Caracterizacéo dos extratos de casca de frutos de pitaya

3.3.1 Cor dos extratos

Os parametros de cor (L*, a*, b*, C* e H*) foram préximos para os dois
extratos obtidos no processo de otimizagcao (Tabela 6), e o H* demonstrou
diferenca significativa entre os extratos (H. polyrhizus e H. undatus) conforme a
ANOVA e o teste t (p < 0,05). Esses parametros séo influenciados por
temperatura em processamento térmico, tempo de tratamento e variacbes na
escala de pH e estdo intrinsecamente relacionados as betalainas que podem

sofrer alguma degradacéo e consequentemente modificar sua cor.
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Tabela 6 — Parametros de cor dos extratos das cascas de frutos de pitaya (H.

polyrhizus e H. undatus).

Variaveis L
. Variaveis dependentes
independentes
Extrato L* a* b* C* H*

H. polyrhizus 32,11 +0,53 4,23+0,82 9,49+1,12 10,43+0,79 65,75+ 6,29
H. undatus 33,61+0,24 2,72+0,29 8,41+058 8,84+0,55 73,38+3,99

Os extratos foram obtidos em processo de extracdo a 50 + 1 °C por 15
min. Temperaturas elevadas favorecem a cor vermelha (a* positivo) e diminuem
a cor amarela (b* positivo) (CEJUDO-BASTANTE et al.,, 2016; LOURITH;
KANLAYAVATTANAKUL, 2013). As variacdes entre os valores de a* (4,23 £ 0,82
e 2,72 £0,29) para os dois extratos (H. polyrhizus e H. undatus, respectivamente)
sugerem uma diferenca de cor vermelha. Através do espaco de cor CIE L*C*H*,
os valores de luminosidade L* (32,11 + 0,53 e 33,61 * 0,24), intensidade da cor
C*(10,43£0,79 € 8,84 £ 0,55) e tipologia da cor H* (65,75 £ 6,29 e 73,38 £ 3,99)
indicam que a cor dos extratos varia de laranja ao vermelho (Figura 6).

Wybraniec; Mizrahi (2005) relataram betacianinas descarboxiladas,
monitoradas por LC-MS/MS, como produto de degradacgéo por aquecimento de
solucéo etandlica em extracdo de betacianinas da polpa de frutos de pitaya (H.
polyrhizus), ocorrendo modificacdes de cor para laranja/vermelho.

Para extracdo de EBT a solucdo extratora teve seu pH ajustado em 5,5.
As cascas dos frutos de H. polyrhizus e H. undatus possuiam pH 4,61 + 0,02 e
4,35 + 0,08, respectivamente, e seus extratos validados 5,37 £ 0,04 e 5,69 +
0,03. De acordo com Cejudo-Bastante et al. (2016) o ajuste de pH resulta em
diferencas significativas para C*, porém, sem alterar L* e H*. Isso foi observado
em nossos extratos (H. polyrhizus e H. undatus, respectivamente) para C* (10,43
+0,79 e 8,84 +0,55), L* (32,11 + 0,53 e 33,61 £ 0,24) e H* (65,75 + 6,29 e 73,38
+ 3,99).
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Figura 5 — Extratos das cascas de (a) H. polyrhizus e (b) H. undatus.

(a) (b)

Os valores de AE* = 2,50 + 0,64 e AH* = 1,01 £ 0,64 evidenciam que ha
uma diferenca de cor e tonalidade entres os extratos, respectivamente. ISso esta
relacionado com os diferentes valores de EBT presentes nos extratos, 2,20 +
0,26 mg EBT/100g de casca fresca de H. polyrhizus e 1,82 £ 0,11 mg EBT/100g
de casca fresca de H. undatus. E estdo relacionados com 0s seus respectivos
valores de pH 5,37 £ 0,04 e 5,69 + 0,03.

3.3.2 Compostos fendlicos totais

Os fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas e localizam-se no
vacuolo de células vegetais. Eles possuem, em sua estrutura quimica, grupos
doadores de elétrons nas posicoes “orto” e “para” do anel aroméatico, sendo
responsaveis pela sua atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres
(SOM et al.,, 2019; VERZELLONI; TAGLIAZUCCHI; CONTE, 2007). Seu
conteudo disponivel esta intimamente relacionado com a atividade antioxidante
de frutos (SHI et al., 2022; WANG et al., 2017).

Esses compostos estdo presentes em maior quantidade na pitaya
(Hylocereus spp.), se comparado as betacianinas (FERRERES et al., 2017). Foi
demonstrado que as cascas de pitaya (H. polyrhizus e H. undatus) sdo uma fonte
de compostos fendlicos (11,6 e 10,5 mg/g de casca seca, respectivamente)
(TANG et al., 2021).

A quantificacdo de compostos fendlicos totais dos extratos, obtidos

através da condicao experimental predita para extracdo de EBT, revelou 11,03
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+ 0,59 e 10,35 = 0,41 mg AEG/100g de casca fresca para H. polyrhizus e H.
undatus, respectivamente.

Estes resultados foram superiores ao obtido por Alves; Monteiro; Pompeu
(2018) que extrairam 9,10 mg AEG/100g de casca fresca de H. polyrhizus
utilizando solugéo metandlica, tempo de extracdo de 5 min a 55 °C, e inferiores
ao obtido por Uslu; Ozcan (2021) que extrairam de 56,78 a 71,54 mg AEG/100g
de cascas fresca de H. undatus utilizando solucdo metandlica, ultrassom sob
vacuo (25 mbar, poténcia e frequéncia de 150 W e 35 KHz), tempo de extracdo
de 5a 30 mina 25 °C.

O contetdo de compostos fendlicos presentes na matéria-prima €
inerente ao seu desenvolvimento fisiolégico, variando conforme a cultivar,
estagio de maturacédo e condi¢cdes de armazenamento pos-colheita (DING et al.,
2001). Sua extracdo depende da natureza quimica da matéria-prima, do método
de extracdo, tipos de solventes utilizados e presenca de substancias
interferentes (STALIKAS, 2007). Além disso, sofre influéncia de caracteristicas
do processo de extracdo como polaridade e pH do solvente utilizado,
temperatura e tempo de extracédo (DO et al., 2014; STALIKAS, 2007).

3.3.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos obtidos através da otimizacao foi
testada quanto a eliminacdo dos radicais ABTS™* e DPPH". Os extratos de H.
polyrhizus e H. undatus obtiveram os respectivos valores de 0,38 + 0,01 uM de
ET/100ge 6,70 £ 0,50 uM de ET /g de casca fresca e 0,38 + 0,01 uM de ET/100
g e 3,88 + 0,43 uM de ET/g de casca fresca para os radicais ABTS™" e DPPH-".

A atividade antioxidante em ambos os extratos foi menor para o ensaio de
ABTS em comparagao com o DPPH. O radical ABTS™* reage com compostos de
natureza hidrofilica e lipofilica (NURUL; ASMAH, 2012) e o DPPH* reage com
uma maior quantidade de compostos, desde que sejam soluveis em solventes
organicos (WU et al., 2006).

Sendo assim, entende-se que o DPPH' foi mais seletivo na quantificacéo
de compostos antioxidantes pelo solvente orgéanico utilizado (19% etanol). Além
disso, o pH da solucéo extratora foi ajustado em 5,5 e, conforme o discutido por

Apak et al. (2004), em pH acido os fendlicos, entre outras espécies quimicas
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presentes na amostra, liberam H*, suprimindo a atividade antioxidante desses
compostos. Isso pode ter contribuido para a baixa atividade antioxidante em
relacéo ao radical ABTS™.

Foi demonstrado que os fendlicos extraidos da polpa de frutos de pitaya
(H. costarisenses) sdo os principais contribuintes para eliminagdo do radical
ABTS™ (FIDRIANNY; ILHAM; HARTATI, 2017). Ramli; Ismail; Rahmat (2014)
observaram uma alta correlacdo entre o conteudo de fendlicos totais e atividade
antioxidante para eliminacdo do radical ABTS** em extrato de cascas de frutos
de H. polyrhizus.

Conforme o discutido por Hsu; Chang; Shiau (2019), outra diferenca entre
os radicais ABTS™ e DPPH" pode ser observada em seus espectros de absorgéo
nos respectivos Amax, de 414, 654, 754 e 815 nm e, 515 nm. Além disso, a
sensibilidade entre esses métodos € diferente e pode estar relacionada com o
tempo de incubacao ou preparo do radical ABTS™, influenciando os resultados
de atividade antioxidante.

Diferentes estudos atribuiram a atividade antioxidante em frutos de
Hylocereus spp. aos grupos fendlicos e a presenca de um grupo amina ciclico
na estrutura do acido betalamico, presentes nas betacianinas. Esse (s) grupo (s)
fenolico (s) livre (s), presente na unidade catecol das betacianinas, tém a
capacidade de transferir atomos de hidrogénio para espécies quimicas oxidantes
(JIANG et al., 2021; KANNER; HAREL; GRANIT, 2001; PRIOR; WU; SCHAICH,
2005).
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4 CONCLUSAO

Através da aplicacé@o de ferramentas quimiomeétricas foi possivel otimizar
0 processo de extracdo de equivalentes de betanina das cascas in natura de
frutos de pitaya (H. polyrhizus), onde obteve-se um modelo linear capaz de
prever o contetdo extraido. O processo de extracdo assistido por ultrassom
apresentou-se promissor na extracao de betanina, uma vez que a correlacdo
entre a densidade de energia e o conteudo extraido demonstrou baixa
degradacdo dos compostos. A condicdo experimental predita também foi
validada para as cascas de outra espécie (H. undatus). Os extratos obtidos apés
a validagdo demonstraram baixa variagdo de cor e tonalidade, e conteudo de
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Indicando que o modelo
preditivo pode ser utilizado para as duas espécies de frutos de pitaya utilizadas
neste estudo. Os valores obtidos para equivalentes de betanina e fendlicos totais
sugerem que as cascas in natura podem ser utilizadas para extracdo de
compostos bioativos, com possiveis aplicacfes na industria, contribuindo para o

reaproveitamento de residuos organicos.
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CAPITULO 2 — ENCAPSULACAO DE BETACIANINA DA POLPA DE PITAYA
(HYLOCEREUS POLYRHIZUS) EM FIBRAS ULTRAFINAS DE ZEINA

1 INTRODUCAO

As betalainas sdo pigmentos naturais que podem ser utilizados na
industria de alimentos em substituicdo aos pigmentos sintéticos (RODRIGUEZ
et al., 2016). Entretanto, sua baixa estabilidade frente a alguns agentes como
temperaturas elevadas, exposicao a luz e oxigénio limitam o seu uso em linhas
de processamento na industria alimenticia (FU et al., 2020; KHAN; GIRIDHAR,
2015).

De acordo com Castro-Enriquez et al., (2020), uma forma de melhorar sua
estabilidade € através de tecnologias de encapsulacdo. O encapsulamento de
compostos bioativos consiste em um processo no qual o agente bioativo é
envolto por um material de parede de grau alimenticio, onde pode conter fracdes
individuais ou misturas de varios componentes para obter materiais com
propriedades diferentes (MARCILLO-PARRA et al., 2021; SHISHIR et al., 2018).

A encapsulacéo de betacianinas extraidas de frutos de pitaya (Hylocereus
spp.) ndo foi abordada pela técnica de eletrofiagdo também chamada de
electrospinning. Escassos sdo os trabalhos que descrevem a utilizagdo da
técnica de electrospinning para encapsular betalainas, um dos raros exemplos é
o estudo de Amjadi et al. (2020) que utilizaram essa técnica para encapsular
betanina comercial. De acordo com Castro-Enriquez et al., (2020), essa técnica
pode garantir que esses pigmentos sejam encontrados no interior do material e
nao dispersos na matriz encapsulante, como ocorre em outras técnicas de
encapsulacao.

A técnica de electrospinning consiste em um  processo
eletrohidrodinamico que utiliza um campo eletrostatico de alta tensdo para
produzir um jato carregado de solugdo polimérica (PANAGIOTOPOULOU;
PAPADAKI; KROKIDA, 2022; RAFIEI et al., 2013). Esse tipo de encapsulacao
permite a obtencédo de materiais em escala micro e manomeétrica com elevada
relacdo superficie-volume, favorecendo a liberagdo controlada de compostos
bioativos (JACOBSEN et al., 2018).
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Ela é uma alternativa promissora para o encapsulamento de moléculas
bioativas sensiveis ao calor devido a auséncia de aquecimento durante o
processo de obtencédo de fiboras (MOHAMMADIAN et al., 2020; TAVASSOLI-
KAFRANI; GOLI; FATHI, 2018). Além disso, outro aspecto operacional que
caracteriza essa técnica como viavel a industria alimenticia € a total evaporacéo
do solvente durante o processamento dos materiais (LIM; MENDES;
CHRONAKIS, 2019b; OKUTAN; TERZI; ALTAY, 2014). Isso ocorre apés a
formacéo do cone de Taylor, onde um jato de solucéo instavel é projetado dessa
regido, sob a influéncia de um campo elétrico, e a medida que os materiais sdo
formados ocorre evaporagao do solvente.

Um aspecto importante é a escolha do material de parede utilizado para
encapsulacdo, pois este deve apresentar caracteristicas fisico-quimicas
interessantes a obtencdo de materiais como baixa higroscopicidade, baixa
viscosidade e baixo custo (WEN et al., 2017). A zeina, uma proteina do milho,
vem sendo utilizada para encapsulacéo de diferentes compostos bioativos por
apresentar essas caracteristicas (KASAAI, 2018; SHUKLA; CHERYAN, 2001).

A zeina é considerada a principal proteina disponivel no endosperma do
milho e dependendo do cultivar pode variar de 44 a 79% das proteinas totais
(GITERU; ALI; OEY, 2021; ZHANG et al., 2021). Ela é considerada uma
prolamina devido ao seu elevado teor de aminoacidos hidrofébicos como prolina
e glutamina, sendo soltvel em etanol aquoso que é um solvente de baixo custo,
baixa toxicidade, sustentdvel ao meio ambiente e vem sendo utilizado para
obtencéo de fibras por electrospinning (GITERU; ALI; OEY, 2021; SILVA et al.,
2021).

Essa proteina € composta com diferentes fracdes que variam conforme o
seu peso molecular. A a-zeina é a fracdo mais disponivel comercialmente e
normalmente é extraida com solucao etandlica 70% (v/v). Suas caracteristicas
hidrofébicas, digestibilidade mais lenta em relacdo a outras proteinas, e
capacidade de formar complexos e/ou conjugados com outros compostos
conferem a essa proteina caracteristicas interessantes para a producéo de micro
e nanoestruturas (NONTHANUM; LEE; PADUA, 2013; SHUKLA; CHERYAN,
2001; ZHANG et al., 2021).

A zeina é permitida em formulac¢des alimenticias e pode ser destinada a

elaboracao de materiais e revestimentos em contato com alimentos, conforme a
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Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) N° 326 de 2019 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 2019).

Com base nessas informacdes, o0 objetivo desse trabalho foi encapsular
betacianina extraida da polpa de pitaya (H. polyrhizus) por electrospinning,

utilizando zeina como material de parede.

2 METODOLOGIA

2.1 Material

Frutos de pitaya da espécie H. polyrhizus provenientes de um pomar da
regido de Arroio Grande/RS, Brasil foram colhidos no ponto de maturacao
adequado ao consumo. A polpa dos frutos foi separada da casca e
homogeneizada sem o rompimento das sementes. As caracteristicas da polpa
homogénea apresentaram solidos sollveis totais de 10,57 + 0,06 °Brix, pH 4,66
+ 0,01, acidez total titulavel de 0,29 + 0,01 g de acido malico por cento e umidade
de 85,97 + 0,17%. As analises das caracteristicas da polpa dos frutos foram
determinadas de acordo com os protocolos de Official Methods of Analysis of
Association of Official Agricultural Chemists (AOAC) International (1997).

2.2 Extracdo de EBT da polpa de frutos de pitaya

Para extracédo, 1 g de polpa homogénea foi misturada com 43,5 mL de
agua destilada (pH ajustado em 5,5) em tudo Falcon de 50 mL e exposta ao
ultrassom, em ambiente escuro, por 30 min a 50 £ 1°C em banho ultrassénico
(UNIQUE, modelo USC-1400A, Brasil) que possui uma poténcia ultrassonica de
135 W RSM, frequéncia ultrassénica de 40 KHz, poténcia nominal de 70 W e
frequéncia de 50/60 Hz. Uma vez que o extrato foi obtido, este foi filtrado através

de bomba de vacuo.

2.3 Quantificacdo de EBT por espectrofotometria

Apés a extracdo, 200 pL de extrato foi analisado em espectrofotdmetro

UV-Vis de microplacas (Spectramax 190, Molecular Devices VR). A absorbancia
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(A) foi obtida em Amax = 538 nm e foi utilizada para quantificar EBT no extrato,

conforme a seguinte expressao matematica:

EBT( mg ) _ (A*V*MM

100g de polpa fresca ) *100000 )

exlxm

Onde V é o volume de solugcdo, MM € a massa molecular da betanina
(550,47 g/mol), € € a absortividade molar (60000 L/mol*cm), [ € o caminho 6tico

(0,6 cm), m a massa de amostra utilizada e 100000 é o fator de converséo para

mg
se expressar o resultado em To0g"

2.4 Quantificacdo de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

O extrato foi utilizado para quantificacdo dos compostos fendlicos totais e
foi avaliado sua atividade antioxidante através dos métodos de eliminacdo dos
radicais ABTS™ (2,2'-azinobis-acid,3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic) (Sigma-
Aldrich, pureza > 98%, CAS: 30931-67-0, USA) e DPPH' (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) (Sigma-Aldrich, CAS: 1898-66-4, india) em espectrofotdmetro
UV-Vis de microplacas (Spectramax 190, Molecular Devices VR).

Os compostos fendlicos totais foram quantificados conforme o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu descrito por Waterhouse (2006) com algumas
modifica¢des. Portanto, 100 pL do extrato foi diluido com 155 pL de agua
destilada, em seguida adicionado de 15 pL de Folin Ciocalteu Fenol (Exodo
Cientifica, Brasil) (1 M) (v/v) e acondicionada em ambiente escuro por 10 min, a
25 =1 °C. Ap0Gs esse tempo foi adicionado 30 pL de carbonato de sodio (Synth,
pureza > 99%, Brasil) (1 M) (m/v) e armazenado nas mesmas condicdes por 2 h.
A leitura foi realizada a 725 nm.

Uma curva analitica de acido galico (Dinamica, pureza de 98%, Brasil) foi
elaborada para quantificagcdo, com concentragdes variando de 0,001 a 0,01 g de
equivalentes de acido galico (AEG)/mL (R? = 0,9933), e o resultado foi expresso
em mg de AEG/100g de casca fresca.

Para atividade antioxidante foi elaborada uma solugéo estoque do radical
ABTS™ (7 mM) (m/v). A solucdo de uso foi elaborada da seguinte forma: 5 mL

de solucéo estoque ABTS™ com 88 L de persulfato de potassio (Impex, pureza

58



de 99%, Brasil) (140 mM) (m/v), essa mistura foi acondicionada em ambiente
escuro por 16 h, a 25 £ 1 °C. ApGs esse periodo, a solugdo de uso foi diluida até
se obter uma absorbancia de 0,70 + 0,05 nm a 734 nm. Em sequéncia, 20 pL de
extrato foi misturado com 280 pL da solucao diluida e armazenada nas mesmas
condi¢cBes por 6 min. Uma curva analitica de Trolox (Sigma-Aldrich, pureza de
97%, CAS: 53188-07-1, Brasil) foi elaborada para quantificacdo, com
concentracdes variando de 0,00005 a 0,00055 mM de equivalentes de Trolox
(ET)/mL (R? = 0,9902), e o resultado foi expresso em uM de ET/100g de casca
fresca.

Para o método DPPH, uma solugéo estoque (0,24 mg/mL) foi preparada
com metanol (Dinamica, pureza de 99,9%, Brasil) e a solucao de uso foi diluida
no mesmo solvente até se obter uma absorbancia de 1,10 + 0,02 a 515 nm. Em
sequéncia, 50 pL de extrato foi misturado com 250 pyL da solucao diluida e
acondicionado em ambiente escuro por 2 h, a 25 + 1 °C. A leitura foi realizada
em 515 nm, a quantificacdo foi através de curva analitica (R? = 0,9902), e o

resultado foi expresso em uM de ET/g de casca fresca.

2.5 Encapsulacéo de EBT por electrospinning

Solucdes de zeina (Sigma-Aldrich, China) a 30% (m/v) diluida em etanol
(Dindmica, 99,5 % de pureza, Brasil) 70% (v/v) foram preparadas sob agitacao
por 15 min. Em sequéncia foi adicionado 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35% de EBT,
seco previamente em liofilizador. As porcentagens de EBT utilizadas foram
calculadas em relacdo ao peso de zeina utilizado, e mantido sob agitacdo
constante, em ambiente escuro, por 1 h e 30 min.

Apbs esse tempo, a solugdo foi disposta em uma seringa de plastico de 3
mL contendo uma agulha de aco inoxidavel (0,8 mm), acoplada a uma bomba
de infus&o para controle do fluxo de alimentacdo (1 mL/h). Um eletrodo positivo
foi posicionado diretamente na agulha e um eletrodo negativo no coletor metalico
para aplicacdo de uma tenséo de 16 kV para gerar um campo elétrico. A seringa
foi orientada horizontalmente a 15 cm de distancia do coletor metalico onde as
fibras foram coletadas. Essas condi¢cOes experimentais foram definidas mediante
testes experimentais preliminares temperatura ambiente de 18 + 1 °C e 40 £ 3%
de UR.
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2.6 Andlise morfoldgica das fibras

A morfologia superficial das fibras encapsuladas com extrato de EBT
foi determinada através de um microscépio eletrénico de varredura JSM6610LV
(Jeol) (MEV). As amostras foram metalizadas através de metalizador de ouro
(Deton Vacuum, Desk V, Moorestown NJ) com uma corrente de 20 mA, por 120
s, a voltagem de aceleracao utilizada foi de 10 keV, a faixa de magnitude para
obtencéo das micrografias variou de 1000 a 5000 vezes.

O diametro médio das fibras foi obtido através das micrografias, onde
foram medidos 60 seguimentos transversais ao acaso, de diferentes fibras,

através do software ImageJ (versédo 1.8.0_172).

2.7 Andalise de dados

As andlises foram realizadas em triplicata, exceto MEV, e os resultados
expressos pela média e o desvio padrdo. Foi utilizado os softwares ImageJ
(versdo 1.8.0_172) e Statistica (versao 7.0).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 EBT, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

Betacianinas e compostos fendlicos fazem parte do metabolismo
secundario da pitaya (ESATBEYOGLU et al.,, 2015; POLTURAK; AHARONI,
2018). Esses compostos desempenham atividade antioxidante, principalmente,
devido a presenca de grupos —OH disponiveis em sua estrutura quimica capazes
de estabilizar radicais livres.

O extrato continha 22,50 + 1,21 mg de EBT/100g de polpa fresca. Nosso
achado corrobora com o resultado de Arivalagan et al. (2021) que obtiveram
entre 14,4 e 23 mg de EBT/100 g de polpa fresca de H. polyrhizus utilizando
solucéo etandlica 80% (v/v) e ultrassom por 30 min a 60 °C, no abrigo de luz.

Para os fendlicos foi obtido 29,80 + 0,79 mg de EAG/100 g de polpa
fresca. Este resultado foi superior a 16,66 e 17,11 mg EAG/ 100 g de polpa fresca
de H. undatus e H. polyrhizus, respectivamente, extraido com 30% de acetona
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(ATTAR et al., 2022). Também foi superior a 10,6 mg de EAG/100 g de polpa
fresca (H. undatus)
e inferior a 42,6 mg de EAG/100 g de polpa fresca (H. polyrhizus) extraidos com
solucdo metandlica por Angonese et al. (2021). Arivalagan et al. (2021)
obteveram 25 e 55 mg de EAG/100g de polpa fresca para H. undatus e H.
polyrhizus, respectivamente, utilizando solugéo etanodlica a 80% (v/v).

A atividade de eliminacéo do radical ABTS™ foi 2,01 + 0,20 uM de ET/100
g de polpa fresca. Essa baixa atividade antioxidante pode estar relacionada ao
pH do meio. De acordo com Apak et al. (2004), em pH acido os compostos
fendlicos, e outros compostos presentes na amostra, liberam H*, suprimindo sua
atividade antioxidante. Como a solucdo extratora teve seu pH ajustado em 5,5
isso pode ter contribuido para a baixa atividade antioxidante em relacdo ao
radical ABTS™.

Foi obtido 18,94 + 0,50 uM de ET/g de polpa fresca para o radical DPPH".
Este método é utilizado para avaliar o potencial do extrato em transferir &tomos
de H* ou um unico elétron, ou ainda em transferir elétrons com perda sequencial
de prétons para estabilizar o radical (ANGONESE et al.,, 2021). A elevada
atividade antioxidante obtida pode ser devido a capacidade do radical DPPH*
reagir com uma maior quantidade de compostos presentes na amostra, desde

gue sejam sollveis em solventes organicos (WU et al., 2006).

3.2 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras

As fibras de zeina e EBT foram observadas por MEV para obtencéo de
micrografias para caracterizacdo morfologica e distribuicdo de tamanho (figura
6). As fibras apresentaram morfologia homogénea, cilindrica e continua, ausente
de beads, indicando que a incorporacdo de EBT n&o ocasionou anomalias em
sua morfologia. Este resultado corrobora com o observado por Amjadi et al.
(2020) que incorporou betanina comercial e nanoparticulas de didéxido de titanio
(TiO2) em fibras de zeina e alginato.

Os diametros meédios (Dmed) das fibras aumentaram conforme aumentou
a concentracao de EBT, variando de 370,63 + 71,64 nm (5% de EBT) a 549,15
+ 114,81 nm (30% de EBT). Isso pode estar relacionado a uma reducéo na

condutividade elétrica da solugéo, reduzindo o alongamento do jato de solugéo
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polimérica (LIM; MENDES; CHRONAKIS, 2019b; VAFANIA; FATHI;
SOLEIMANIAN-ZAD, 2019). O aumento do Dmed também foi observado em
diferentes estudos pela adi¢do de 6leo essencial de tomilho em fibras de zeina
(variando de 195,0 + 32,1 a 402,3 £+ 26,6 nm) (ANSARIFAR; MORADINEZHAD,
2022) e extrato de tomate em fibras de gelatina (variando de 129 + 25,9 a 230,3
+ 41,6 nm) (iNANC HORUZ; BELIBAGLI, 2018).

Apenas as fibras encapsuladas a 30% de EBT diferiam significativamente
(p < 0,05) quanto ao Dmed das fibras ausentes de EBT (0%). Isso sugere que as
fibras podem ter carreado baixo conteudo de EBT, uma vez que o tamanho
desses materiais esta diretamente relacionado a sua capacidade e eficiéncia em
abrigar compostos bioativos (ANU BHUSHANI; ANANDHARAMAKRISHNAN,
2014).
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Figura 6 — Micrografias de fibras de zeina encapsuladas com EBT (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35%), sua distribuicdo de tamanho e

diametro médio (Dmed).
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4 CONCLUSAO

O extrato obtido da polpa de frutos de pitaya (H. polyrhizus) in natura
obtive baixa atividade de eliminacdo do radical ABTS™* e elevada atividade de
eliminacdo do radical DPPH’, sugerindo que a polpa possui atividade
antioxidante. Foi possivel encapsular o extrato, contendo equivalentes de
betanina, de 5 a 35%, em fibras ultrafinas de zeina através da técnica de
electrospinning. Portanto, essa técnica pode potencializar o uso de betanina na
industria de alimentos. Esses resultados podem servir de base para outros

estudos com bioativos da mesma classe de compostos.

4 CONCLUSAO GERAL

Através da aplicacdo de ferramentas quimiométricas foi possivel obter um
modelo matematico preditivo para extracdo assistida por ultrassom de
betacianinas das cascas de duas espécies de frutos de pitaya (Hylocereus
polyrhizus e Hylocereus undatus) in natura. O conteldo de betacianinas,
fendlicos totais, atividade de eliminagdo dos radicais ABTS™ e DPPH dos
extratos foi superior quando extraido da polpa do fruto (Hylocereus polyrhizus),
se comparado ao conteudo obtido através da otimizacdo utilizando as cascas.
Diferentes concentracdes de betacianas extraidas da polpa foram encapsuladas

em fibras ultrafinas de zeina pela técnica de electrospinning.
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