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RESUMO
ECHALAR-BARRIENTOS, M. A. Obtencéo, caracterizacéo, encapsulacéo e aplicacdo do extrato
de vitex (Vitex agnus castus L.) 2017. 127 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2017.

O fruto de vitex (Vitex agnus castus L.) € muito aromatico, picante e amargo pelo alto teor de
compostos fendlicos. E utilizado como pimenta na gastronomia e seu extrato como
medicamento fitoterapico para combater os sintomas da tensdo pré-menstrual (TPM),
sindrome que acomete cerca de 80% das mulheres na idade reprodutiva. Assim, para a
aplicacdo do extrato, com vistas a obtencdo de um chocolate funcional para o publico
feminino, foi proposta sua encapsulacédo por spray drying visando mascarar ou atenuar o seu
sabor desagradavel e proteger os compostos fendlicos da oxidagdo. Portanto, o objetivo deste
projeto foi a obtengdo em condi¢Ges otimizadas, caracterizagdo, encapsulagdo por spray
drying e aplicacdo em chocolate meio amargo do extrato concentrado dos frutos secos e
maduros de vitex. O extrato foi obtido por maceragdo com solug¢do 60 % etanol, a 60 "C ¢ 12
h. Apds a concentracdo do extrato, este foi encapsulado por spray dryer com 4 concentracdes
de carreador goma ardbica e 2 temperaturas de ar de entrada diferentes. Os pds foram
caracterizados fisicamente e em relacdo ao teor dos compostos bioativos. O tratamento com
melhores propriedades (T6) foi aplicado em chocolate meio amargo e foi realizada a
caracterizacdo do produto. (1) Foi possivel obter um extrato rico em compostos fendlicos, com
alta atividade antioxidante. (I) A encapsulacdo foi possivel, protegeu os compostos fendélicos
da degradacdo, porém ndo foi eficiente para mascarar o sabor do extrato. Contudo, (I1l) a
aplicacdo desse extrato, na forma livre e encapsulada, em chocolate meio amargo foi bem
sucedida, pois os produtos obtidos tiveram uma boa aceitagdo sensorial e a casticina, um dos
compostos bioativos responsaveis pela acdo terapéutica do extrato, (IV) manteve-se estavel
durante o periodo de estocagem. Neste contexto, este trabalho representou uma (V) inovacgédo
na area de alimentos funcionais com apelo a manutencdo da qualidade de vida de mulheres
em periodo reprodutivo. Ainda, destaca-se a relevancia deste trabalho devido a escassez de
trabalhos académicos que abordam a encapsulacéo e aplicacao deste extrato em alimentos.

Palavras-chave: spray drying, compostos fenodlicos, casticina, tensdo pré-menstrual,

chocolate funcional.



ABSTRACT

ECHALAR-BARRIENTOS, M. A. Obtention, characterization, encapsulation and application of
chasteberry extract (Vitex agnus castus L.) 2017. 127 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2017.

Chasteberry (Vitex agnus castus L.) is very aromatic, spicy and bitter by the content of
phenolic compounds. It is used as pepper in gastronomy and its extract as an herbal medicine
to combat the symptoms of premenstrual syndrome (PMS), syndrome that affects 80% of
women in reproductive age. Thus, for an application of the extract, with goal to obtain a
functional chocolate for the female public, its encapsulation was proposed by spray-drying in
order to mask or attenuate its unpleasant taste and to protect the phenolic compounds from
oxidation. Therefore, the aim of this project was to obtain an extract of chasteberry in
optimized conditions, its characterization, encapsulation by spray drying and application in
semisweet chocolate. The extract was obtained by maceration with a 60% ethanol solution, at
60 ° C for 12 h. After the extract concentration, it was encapsulated by spray drier with 4
different concentrations of gum arabic charcoal and 2 different inlet air temperatures. The
powder was characterized physically and in relation to the content of the bioactive
compounds. The treatment with better properties (T6) was applied to the semisweet chocolate
and a characterization of the product was carried out. (1) It was possible to obtain an extract
rich in phenolic compounds, with high antioxidant activity. (I11) Encapsulation was possible, it
protected the phenolic compounds from degradation, but was not efficient to mask the flavor
of the extract. However, (111) the application of the extract in the free and encapsulated form
in semisweet chocolate was successful, the products obtained had a good sensory acceptance
and casticina, one of the bioactive compounds responsible for the therapeutic action of the
extract, (IV) remained stable during the storage period. In this context, this work represents an
(V) innovation in the area of functional foods with maintenance in the quality of life of
women in the reproductive period. Still, a relevance of this work is highlighted due to the lack
of academic papers that approach the encapsulation or application of chasteberry extract in
foods.

Keywords: spray drying, phenolic compounds, casticin, premenstrual tension, functional

chocolate.
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1. Introducéo

Vitex (Vitex agnus castus L.) é um arbusto original do mediterraneo, com flores lilas e
frutos pequenos de cor marrom a preto (MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001). Estes frutos
possuem aroma e sabor semelhantes a pimenta do reino (BARROS et al., 2010) e por essa
razdo, sao utilizados na culinaria de alguns paises.

Ainda, dos frutos maduros e secos se produz um extrato que é utilizado como
fitoterapico. Atualmente, o extrato dos frutos de vitex é comercializado como medicamento
fitoterapico para mulheres na forma de capsulas ou tintura (extrato alcodlico), principalmente
na Europa e Estados Unidos, sendo 0s seus principais propositos: amenizar os sintomas da
menopausa, regular o ciclo menstrual, atenuar os sintomas da tensdo pre-menstrual (TPM) e
enxaqueca menstrual, sendo que existem diversos estudos comprovando cientificamente a sua
eficacia no tratamento dos sintomas da TPM (VAN DIE et al., 2013).

Neste contexto, a elaboracdo de produtos funcionais contendo o extrato dos frutos de
vitex pode ser interessante. “O alimento ou ingrediente que alega propriedade funcional pode
além de fornecer nutrientes, quando se tratar de um nutriente, produzir efeitos metabdlicos
elou fisiologicos e/ou efeitos benéficos a salde” (BRASIL, 1999). Considerando esta
definicdo, o extrato dos frutos de vitex pode ser considerado um ingrediente funcional com
apelo para atenuar os sintomas da TPM.

A despeito de suas propriedades benéficas, o desenvolvimento de alimentos funcionais
que contenham o extrato dos frutos de vitex representa um enorme desafio, principalmente
devido a sensacdo de ardéncia e amargor que este fruto causa, além disso, os flavonoides
extraidos do fruto ficariam suscetiveis a degradacdo por oxidacdo. Para atenuar estes
problemas, uma das propostas deste projeto foi a encapsulagdo do extrato dos frutos de vitex
de forma que seus compostos bioativos fiquem protegidos da degradacdo por oxidagédo e
sejam liberados apos a passagem pela boca.

A microencapsulacao visa proteger o material das condi¢bes adversas do meio, tais
como luz, umidade, oxigénio e interacbes com outros compostos, estabilizando o produto,
aumentando a vida util e promovendo a liberagdo controlada da capsula em condigdes pré-
estabelecidas (SHAHIDI & HAN, 1993; GOUIN, 2004). Na industria de alimentos, também
pode ser empregada na encapsulacdo de ingredientes funcionais, pois é capaz de mascarar
sabores indesejaveis, reduzir sua volatilidade, higroscopicidade e reatividade (GOUIN, 2004),

possibilitando aplica¢Ges inusitadas para os materiais.



18

Existem vérias técnicas de microencapsulacdo como spray drying, spray chilling,
gelificagdo idnica e coacervacdo complexa. Dentre os métodos, preferiu-se o spray drying,
por ser um método facilmente aplicavel, de baixo custo e com uma vasta utilizacdo na
industria de alimentos. De fato, em outro trabalho realizado pelo grupo de pesquisa, a
microencapsulacéo por spray drying mostrou-se efetiva para mascarar o amargor de peptideos
de caseina (ROCHA et al., 2009), o que possibilitou a aplicacdo destes materiais em barras de
proteina (ROCHA et al., 2009) com boa aceitacdo sensorial. Portanto, € um método promissor
para mascarar 0 amargor e a sensacao de ardéncia de vitex.

Neste contexto, este projeto visou obter dos frutos maduros e secos de vitex o0 extrato
rico em compostos fendlicos, encapsula-lo por spray drying e aplica-lo no desenvolvimento
de um chocolate funcional, com potencial para combater ou atenuar os sintomas da tensdo

pré-menstrual, que logo tera como publico alvo mulheres no periodo reprodutivo.

2. Reviséo Bibliografica
2.1. Mercado de produtos Funcionais

O mercado de alimentos funcionais é relativamente jovem, tendo um alto potencial de
crescimento e diversificacdo. Os consumidores de maneira geral estdo mais exigentes e bem
informados, portanto, existe a necessidade de apoio cientifico para comprovar os beneficios
alegados, justificando desta maneira, o alto valor agregado destes produtos.

Atualmente, o consumidor tem demonstrado maior interesse em alimentos saudaveis,
dentro desta categoria se encontram os alimentos funcionais. Os principais beneficios
encontrados no mercado sdo: apoio ao sistema imunoldgico, prevencdo de alguma doenga ou
disfungdo - destacando-se as doencas degenerativas - melhora do sistema digestivo e
retardamento do processo de envelhecimento organico (MORAES; IKEDA; MESQUITA,
2010). O interesse pelos alimentos funcionais também € das empresas, pois sdo uma 6tima
forma de agregar valor e diferenciar os seus produtos (MORAES; IKEDA; MESQUITA,
2010).

Estima-se que no ano 2005, o mercado mundial de alimentos funcionais mobilizou
aproximadamente US$ 60 bilhdes na Europa, Estados Unidos e Asia, ja no Brasil, mobilizou
aproximadamente US$ 600 milhdes (MORAES; IKEDA; MESQUITA, 2010). No ano 2015 o
mercado de alimentos funcionais movimentou US$ 20 milhGes, mostrando uma taxa de

crescimento até 2018 de 14,8 % (Novaprom, 2016). A primeira vista parecesse que entre
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02005 e 2015 o mercado de produtos funcionais decaiu, porém, o que aconteceu foi que em
2005 as regras para registro da ANVISA foram modificadas, sendo mais rigidas e portanto,
houve uma perda na quantidade de produtos funcionais registrados (SALLES, 2013).
Contudo, o mercado de produtos funcionais continua sendo um mercado interessante.

Em 2010, segundo Moraes, lkeda e Mesquita (2010) encontravam-se, no mercado de
alimentos funcionais, produtos em basicamente cinco segmentos: bebidas, produtos lacteos,
produtos de confeitaria, produtos de panificacdo e cereais matinais. Sobressaem as margarinas
e leites que diminuem o colesterol e protegem contra problemas cardiacos, produtos a base de
soja que auxiliam na prevencdo da osteoporose, iogurtes e bebidas que auxiliam o
funcionamento do intestino, produtos de panificacdo que reduzem triglicérides e combatem a

osteoporose, e chocolates que reduzem o colesterol.

Normalmente, estes produtos funcionais alegam seus beneficios a presenca de
compostos bioativos, como, por exemplo, antioxidantes, que podem ser provenientes da
propria matéria-prima ou pela adicdo destes compostos, previamente extraidos de plantas e
frutos em geral. Os fitoterapicos, possiveis ingredientes funcionais, sdo bem aceitos no
mercado mundial, sendo que o mercado mundial de ervas medicinais teve uma expectativa de
atingir os 2,500 bilhGes de dolares americanos no ano de 2010 (ABAD; BEDOYA,
BERMEJO, 2010).

Segundo Moraes, lkeda e Mesquita (2010), em 2010, no Brasil, estavam registrados
aproximadamente 130 alimentos funcionais. O Quadro 1 mostra o nimero de lancamentos de
alimentos funcionais por funcionalidade nos anos de 2002 a 2006 segundo pesquisa realizada

pela Mintel Publications (2007), empresa de pesquisa de mercado.

Quadro 1. Langamentos de alimentos funcionais por funcionalidade.

Fonte: (MINTEL INTERNATIONAL GROUP, 2007 apud IKEDA et al, 2010)
Observa-se no Quadro 1, o aumento de langamentos a cada ano, sendo que em quatro

anos estes triplicaram. Houve um aumento em todas as funcionalidades, destacando-se
digestivo, salde dos 0ssos, cardiovascular e beneficios de beleza. A categoria digestivo foi a
mais explorada até 0 2010 (MORAES; IKEDA; MESQUITA, 2010), portanto, a pesquisa de
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alimentos funcionais em categorias pouco exploradas é uma das maiores oportunidades em

termos de inovagdo em alimentos para o futuro.

Considerando que as mulheres, geralmente, (I) sdo as responsaveis por comprar 0S
alimentos no supermercado, (Il) sdo mais conscientes dos beneficios dos alimentos, (111) se
informam sobre os beneficios dos fitoterapicos, (1) preocupam-se mais com o bem estar, (V)
ndo tem produtos funcionais (ou tem muito poucos) direcionados a elas; a elaboragcdo de

produtos funcionais visando como publico-alvo as mulheres € interessante.

Uma diferenca marcante entre os homens e as mulheres é a presenca mensal dos
sintomas da tensdo pré-menstrual (TPM), os quais sdo indesejados pelas mudancas fisicas e
emocionais que causam. Portanto, a elaboracdo de um produto funcional para mulheres na
idade reprodutiva que tenha a capacidade de atenuar ou aliviar os sintomas da TPM é
promissora. Levando em consideracdo que um dos sintomas da TPM ¢ a ansiedade por comer
chocolate e que chocolates com alto teor de cacau trazem beneficios a saude, a incorporacdo
de um ingrediente funcional para combater os sintomas da TPM em chocolate pode ter efeito

sinérgico.

2.2. Chocolate

O chocolate é o produto obtido a partir da mistura de derivados do cacau, fruto
originario do México, massa de cacau, cacau em pd e/ou manteiga de cacau, com outros
ingredientes (acuUcar, leite em po integral, gordura vegetal, emulsificantes e aromatizante). De
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2005), para ser
denominado chocolate, deve conter no minimo 25% (m/m) de solidos totais de cacau, exceto
para o chocolate branco que 0 minimo € 20 %.

O chocolate tem beneficios para a saude, ele é fonte de magnésio e € rico em
compostos fenolicos, aproximadamente 6-8 % de massa em base seca da semente de cacau
sdo compostos fendlicos (EFRAIM et al., 2011). No cacau e nos seus derivados, séo
encontrados taninos e flavonoides, principalmente flavanois como (+)-catequina e (-)-
epicatequina, esta ultima representa 35 % do conteldo total dos compostos fendlicos
(EFRAIM et al., 2011).
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Foi demonstrado que o chocolate tem efeitos benéficos cardiovasculares pelo seu
contetdo de compostos fendlicos, de acordo com Schroeter, Heiss e Balzer (2006), e a

epicatequina seria a responsavel por esses efeitos.

Devido a suas propriedades antioxidantes o cacau e também o0s seus derivados tém
efeito protetor para os neurénios, reduz a fadiga mental, melhora cognicdo e o humor
(SCHOLEY; OWEN, 2013). O chocolate também reduz a ansiedade e a depresséo,
provavelmente pela producdo de serotonina, um neurotransmissor com acdo calmante
(LATIF, 2013). Contudo, deve-se ressaltar que a quantidade de compostos fendlicos
presentes no cacau e nos seus derivados dependem de caracteristicas genéticas, de cultivo, de
clima e, claro, do processamento (EFRAIM et al., 2011).

Ja foi estudada e associada a ansiedade que mulheres sentem por comer
descontroladamente (craving) chocolate e doces no periodo pré-menstrual, ou seja, na TPM,
podendo até ser considerado um sintoma (MICHENER et al., 1999). Mesmo que também
seja por doces, existe uma preferéncia por chocolate, pode ser pelos seus efeitos benéficos
e/ou também pelas suas caracteristicas sensoriais Gnicas, como 0 aroma, a textura e o
derretimento deste na boca (ZELLNER et al,. 2004).

2.3. Tensdo pré-menstrual (TPM)

A tensdo pré-menstrual (TPM) é uma sindrome que acomete 80% das mulheres na
idade reprodutiva, na qual ocorrem alteracdes de comportamento, emocionais e fisicas, nos 5-
10 dias anteriores a fase litea do ciclo menstrual (MORTOLA, 1994). Entre os sintomas mais
relevantes estdo: depressdo, irritabilidade, ansiedade, confusdo, mastalgia (dor nos seios),
fadiga, retencdo de liquidos e dor de cabeca (MORTOLA, 1994). As mulheres
frequentemente utilizam medicina complementar e alternativa para tratar os ‘problemas
femininos’, como vitaminas, ervas, minerais, dietas, exercicios, entre outros (FUGH-
BERMAN; KRONENBERG, 2003). Segundo uma pesquisa realizada nos Estados Unidos,
80% das mulheres preferem uma intervencdo ndo farmaceutica, como vitaminas ou
suplementos, para o tratamento da TPM (JANG; KIM; CHOI, 2014).

Na tentativa de identificar quais os produtos disponiveis para as brasileiras, foi feita

uma busca na internet por produtos para o alivio da TPM e se encontrou, em geral, no
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mercado brasileiro uma grande variedade de suplementos, a maioria na forma de cépsulas, de
magnésio, 6leo de primula, 6leo de borragem e vitaminas do complexo B, especialmente a
vitamina B6 1. Também foi encontrado, porém em menor quantidade de produtos/marcas,
6leo, sementes e farinha de linhaca #*. Encontra-se, em menor quantidade ainda, suplementos

a base de vitex, na forma de capsulas ou tinturas *>*7

8

, sendo a marca Tenag a mais conhecida

No mercado aleméo e dos Estados Unidos também se encontraram produtos a base dos

10 "no entanto, foi encontrada repetidamente a recomendacéo de

mesmos principios ativos
suplementos a base de vitex'*%*3!* No mercado europeu existem duas marcas bastante
conhecidas, com as quais foram feitos estudos clinicos. A tintura, conhecida como Agnolyt
que contém 9 gramas do fruto em cada 100 mL de solucdo padronizada e a dose indicada é de
40 gotas com algum liquido pela manha e as capsulas da marca Zeller que contém 175 mg do
p6 com recomendacdo de uma cépsula por dia. A Figura 1 mostra alguns exemplos de

fitoterapicos encontrados a base de vitex na forma de cépsulas e tinturas no mercado global.

'Disponivel em: http://www.natue.com.br/tensao-pre-menstrual/ Acesso em: 6 feb. 2016.

2 Disponivel em: <http://www.naturaisonline.com.br/tpm> Acesso em: 6 feb. 2016.

® Disponivel em: <http://loja.newfarma.far.br/produto/agnus-castus-vitex-tratamento-de-menopausa150-mg-60-
capsulas.html> Acesso em: 6 feb. 2016.

4 Disponivel em: <http://www.syntoformula.com.br/cuidadosespeciais/vitex-agnus-castus-60mg-30-
capsulas.html> Acesso em: 6 feb. 2016.

® Disponivel em: <http://www.onlinefarma.com.br/vitex-agnus-350mg-c30-caps> Acesso em: 6 feb. 2016.

® Disponivel em: <http://www.oficinadeervas.com.br/detalhe.php?id_produto=138> Acesso em: 6 feb. 2016.

” Disponivel em: <http://www.medicinanet.com.br/bula/4972/tenag.htm> Acesso em: 6 feb. 2016.

® Disponivel em: <http://vitamine-ratgeber.com/vitalstoffe-bei/pms-pramenstruelles-syndrom/#> Acesso em: 6
feb. 2016.Natuerliche_PMS_Behandlung

® Disponivel em: <http://www.womenshealthmag.com/health/natural-pms-cures> Acesso em: 6 feb. 2016.

1 Disponivel em: <http://www.everydayhealth.com/pms/supplements-that-may-ease-pms-symptoms.aspx>
Acesso em: 6 feb. 2016.

" Disponivel em: <http://www.netdoktor.at/krankheit/pms-6810277> Acesso em: 6 feb. 2016.

12 Disponivel em: <https://www.womentowomen.com/pms/herbal-treatments-for-pms/> Acesso em: 6 feb. 2016.
3 Disponivel em: <http://wellnessmama.com/7199/pms-cramps-remedies/> Acesso em: 6 feb. 2016.

" Disponivel em: <http://wholehealthchicago.com/2007/11/28/cure-pms-the-natural-way-without-seeing-a-
doctor/> Acesso em: 6 feb. 2016.
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Figura 1. Fitotergpicos a base de vitex na forma de capsulas e tinturas encontrados no
mercado global.

Fonte:https://www.google.com.br/search?g=fitoterapia+vitex&biw=1366&bih=643&source=Inms&tbm
zisch&sa=X&ved=0ahUKEwjc5s3dze KAhVImh4dKHVHAB78Q_AUIBigB#tbm=isch&g=medicamentos+vite

X

Em geral, na busca de suplementos fitoterapicos sdo encontrados produtos a base
principalmente de Oleo de primula (Evening primrose oil), black cohosh (Cimicifuga
racemosa), melissa (Melissa officinalis), ginkgo (Ginkgo biloba), maca (Lepidium meyenii),
ou mistura de vérios principios ativos combinados >*®*. Contudo, em websites que mostram
fundamentos médicos, os fitoterapicos a base do extrato dos frutos de vitex foram os mais
mencionados, junto com a vitamina B6 e 0 magnésio. Em uma revisao de literatura cientifica
realizada anteriormente para o 6leo de primula, melissa, black cohosh e ginkgo, ndo foram
encontrados estudos que demonstrem sua efetividade para atenuar os sintomas da TPM, sendo
portanto um uso apenas tradicional *®. No estudo de Budeiri, Po e Dornan (1996) o 6leo de

primula ndo defiriu com o placebo para aliviar os sintomas da TPM.

> Disponivel em: <http://wholehealthchicago.com/2007/11/28/cure-pms-the-natural-way-without-seeing-a-

doctor/> Acesso em: 6 feb. 2016.

16 Disponivel em: <http://lwww.amazon.com/BioGenesis-Nutraceuticals-BioFem-PMS-
Capsules/dp/BO00OMDZL4A> Acesso em: 6 feb. 2016.

" Disponivel em: <http://www.nutriwomen.co.za/Products/Store/tabid/87/ProdID/21/CatlD/34/Default.aspx>
Acesso em: 6 feb. 2016.

'8 Disponivel em: <http://www.webmd.com/vitamins-supplements/condition-1886-PMS.aspx> Acesso em: 6
feb. 2016.


http://www.webmd.com/vitamins-supplements/ingredientmono-1006-EVENING+PRIMROSE+OIL.aspx?activeIngredientId=1006&activeIngredientName=EVENING+PRIMROSE+OIL&source=2
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Trés produtos se destacaram pela sua inovagdo, um spray anti estresse e anti TPM a
base de Passiflora 5%, Capim Cidreira 5% e Piridoxina (vitamina B6)*® encontrado no Brasil;
um creme com progestorona usado para a TPM e menopausa® ?!; e um pdo de forma
funcional (nutribread) que a sua formulacao contém oleo de primula e estrogénios de plantas,

22 23

uma fatia corresponde a um quinto da dose diaria recomendada de éleo de primula“ “°, ambos

produtos encontrados nos Estados Unidos.

Além disso, foi feita uma busca especifica por chocolates para aliviar os sintomas da
TPM. Foram encontrados dois chocolates, um no mercado brasileiro e outro no canadense
(Figura 2). O chocolate encontrado no Brasil denominado Activeslim TPM é feito com 50%
cacau, 6leo de primula (500 mg) e hidrolisado de proteina de leite (Lactium 150 mg), ainda,
ndo contém gliten nem lactose®®. Como mencionado anteriormente, o efeito do 6leo de
primula ndo s6 ndo esta comprovado, como nédo diferiu do placebo no estudo realizado por
Budeiri, Po e Dornan (1996). O chocolate canadense da marca Jamieson Smart foi langado no
mercado em 2007 e atualmente a sua venda foi descontinuada, ndo sendo possivel identificar
0 motivo. O principio ativo deste chocolate foi a base de salgueiro branco (Salix alba),
hidrolisado de caseina, alcachofra e vitex”®. Portanto, verificou-se que a elaboragdo de
produtos funcionais que combatam os sintomas da TPM é um mercado a ser amplamente

explorado e com muito potencial.

° Disponivel em: <http://www.artvitta.com.br/produtosnaturais/spray-anti-stress-e-anti-tpm-30ml.html> Acesso
em: 6 feb. 2016.

2 Disponivel em: <http://wellnessmama.com/7199/pms-cramps-remedies/> Acesso em: 6 feb. 2016.

2 Disponivel em:
<http://www.amazon.com/gp/product/BO01R6K51K/ref=as_li_ss_tI?ie=UTF8&camp=1789&creative=390957&
creativeASIN=B001R6K51K&linkCode=as2&tag=herbkati-20> Acesso em: 6 feb. 2016.

22 Disponivel em: <http://www.dailymail.co.uk/health/article-43342/A-guide-treating-PMS.html> Acesso em: 6
feb. 2016.

2% Disponivel em: <http://thehealthcareblog2014.blogspot.com.br/2014/03/a-guide-to-treating-pms.html> Acesso
em: 6 feb. 2016.

% Disponivel em: <http://www.naturaisonline.com.br/activeslim-tpm-20g-p244> Acesso em: 6 feb. 2016.

% Disponivel em: <http://www.shophsg.com/pmssupport.html> Acesso em: 6 feb. 2016.

% Disponivel em: <https://well.ca/products/jamieson-smartchocolate-pms-support_7028.html> Acesso em: 6
feb. 2016.
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Figura 2. Chocolates para o alivio dos sintomas da tensdo pré-menstrual.

Fonte: http://www.naturaisonline.com.br/activeslim-tpm-20g-p244 ; https://well.ca/products/jamieson-

smartchocolate-pms-support 7028.html

2.4. Vitex agnus castus L.

Vitex (Vitex agnus castus L.) € um arbusto de 2 a 3 metros de altura, bastante
ramificado com folhas muito aromaticas e flores lilas, semelhantes a lavanda (Figura 3 A)
(MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001). No verdo, desenvolve frutos comestiveis de
aproximadamente 3,5 mm de didmetro, de coloracdo marrom avermelhada quase preta,
possuindo sabor e aroma semelhantes a pimenta, quando maduros e secos (Figura 3 B)
(BARROS et al.,, 2010). Vitex pertence a familia Verbenaceae e a ordem Lamiales, é
originario da regido do mediterrdneo e da Crimeia, e atualmente, encontrado também nas
regides quentes da América, Asia e Africa (MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001).

Figura 3. Vitex. A) Arbusto florido e B) frutos.

Fonte: http://www.sbs.utexas.edu/bio406d/images/pics/lam/vitex_agnus-castus.htm



http://www.naturaisonline.com.br/activeslim-tpm-20g-p244
https://well.ca/products/jamieson-smartchocolate-pms-support_7028.html
https://well.ca/products/jamieson-smartchocolate-pms-support_7028.html
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O fruto de vitex, também conhecido como alecrim de angola no norte do Brasil, como
chaste berry nos Estados Unidos ou Monchspfefferfriichte na Alemanha, teve dois usos
importantes, na gastronomia apimentada e foi considerado um fruto medicinal na
antiguidade (MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001).

Na Alemanha e Franga o consumo do fruto foi muito popular como substituto da
pimenta do reino, por ser considerado picante e aromético, além de promover boa digestdo
(MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001). Nos paises do mediterraneo, de onde o vitex é nativo,
utilizou-se o fruto na gastronomia apimentada em geral (HANELT, 2001). Uteush, Borbova e
Romanenko (1978) patentearam a utilizacdo do fruto de vitex como tempero substituto de
baixo custo da pimenta do reino e do pimentdo, produtos importados e de alto custo na época.

O seu uso medicinal popular passa os 2000 anos, sendo reportado pela primeira vez
nos escritos de Hipdcrates no 4° século a.C e utilizado pelos gregos, pérsias e romanos na
Idade média, por ser considerado um remédio feminino, entre as suas aplicacOes tradicionais
encontram-se: para combate da hidropisia, injurias, inflamacdo, infertilidade e eliminagdo da
placenta (MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001). Mesmo sendo contraditério, acreditava-se que
vitex era um anafrodisiaco, ou seja, um supressor do desejo sexual, portanto, os monges da
igreja catdlica colocavam um ramo das flores de vitex em sua tunica, dando origem ao nome
popular ‘pimenta do monge’ (Monk'’s pepper) (MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001). No século
XV ficou em desuso, porém, no inicio de 1900 foi iniciada a sua investigacdo quimica e a
partir de 1950 os estudos farmacoldgicos em clinicas e laboratérios (MAIA; SOARES;
JUNIOR, 2001).

Atualmente, o extrato do fruto é comercializado como medicamento fitoterapico para
mulheres na forma de cépsulas ou tintura (extrato alcodlico), sendo 0s seus principais
propdsitos: amenizar os sintomas da menopausa, regular o ciclo menstrual, controlar os
sintomas da TPM e enxaqueca menstrual. Ressalta-se que o seu uso € bem estabelecido
apenas para os sintomas da TPM. Na literatura existem diversos estudos cientificos
comprovando a eficacia do fruto maduro e seco de vitex no tratamento dos sintomas da TPM,

alguns destes serdo detalhados posteriormente (secéo 2.5).

A partir do reporte de avaliacdo sobre o fruto de Vitex agnus castus L. do comité de
produtos de ervas medicinais (HMPC) da agéncia de medicina da Europa (EMA) (2011),
observou-se que na Europa (Austria, Bulgaria, Alemanha, Hungria, Espanha, entre outros) o
consumo do fruto de Vitex se da na forma de tinturas ou capsulas de diferentes marcas, a

maioria desde 1999. Na Alemanha foi consumido desde pelo menos 1976. Todos os produtos
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sdo produzidos a partir dos frutos maduros e secos de vitex, realizando-se uma extragéo
etandlica com porcentagens variando entre 50-70 % de etanol. A EMA (2011) estabeleceu
que a posologia aprovada para o uso medicinal é de um extrato seco (6-12:1) obtido a partir
de uma extracdo com solucdo etandlica 60 % (m/m). Também foi bem estabelecido que a
utilizacdo de vitex é apenas para os sintomas da TPM. Segundo a EMA (2011), a dose diaria
para uma mulher adulta deve ser de 20 mg do extrato equivalente a 180 mg do fruto de vitex,
sendo administrados por pelo menos trés ciclos para obter um tratamento eficiente, podendo

retornar gradualmente os sintomas ap0s 0 seu desuso.

O mecanismo de acéo do fruto de vitex ainda ndo esta totalmente esclarecido, porém, a
explicagdo mais provavel € que os diterpenos em sinergia com os flavonoides, iridoides e
outros constituintes, atuam como antagonistas do neurotransmissor dopamina (CHEN et al.,
2011), considerado um fator chave para a regulacdo da sintese da prolactina, que quando
hipersecretada causa os sintomas da TPM (MEIER et al., 2000). O mecanismo de acdo dos
fitoconstituentes de Vitex agnus castus L. e as caracteristicas dos mesmos foram estudados
por: Chen et al. (2011); Meier et al. (2000); Van Die et al. (2013); Webster et al. (2006);
Wutke et al. (2003), entre outros.

Existem diversos estudos que identificam os constituintes do fruto de vitex com
diversos equipamentos e procedimentos. No estudo realizado por Chen et al. (2011) foram
isolados 24 fitoconstituentes dos frutos maduros de vitex, dentre os quais foi identificado pela
primeira vez o diterpeno viteagnusin I, e foram isolados 10 flavonoides, 5 terpenoides, 4
compostos fendlicos e 1 glicerideo. Os fitoconstituintes que sobressairam foram a casticina, o
agnusideo e a aucibinina. A casticina (C19H150g) (Figura 4) ¢ um flavonol considerado o
componente de referéncia na quantificagdo do fruto de vitex (CHEN et al., 2011), pouco
sollvel em agua e moderadamente solivel em metanol. Ja a aucubina (CisH220g) € um
glicosideo iridoide utilizado como material de referéncia para o controle de qualidade na

fabricacdo dos extratos dos frutos de Vitex.

Destacam-se compostos agnusideo e casticina na espécie Vitex, pois alguns estudos
evidenciaram que provavelmente estes compostos apresentam a funcionalidade para combater
ou atenuar os sintomas da tensdo pré-menstrual (TPM). Segundo estudo de Hu et al. (2007a) o
agnusideo apresentou atividade estrogénica, ou seja, pode ter efeito na regulagem hormonal,
diminuindo os sintomas da TPM. Ja a casticina apresentou propriedades analgésicas e anti-

hiperprolactinemias (HU et al., 2007b) e capacidade de se ligar e assim ativar o receptor o-
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opioide (WEBSTER et al.,, 2010), consequentemente, inibir a liberagdo da prolactina
indicando efeito na reducéo dos sintomas da TPM.

Figura 4. Estrutura molecular da casticina.

Fonte: Pubchem, 2016.

2.4.1. Eficéacia do extrato de vitex

A eficéacia do extrato etanoico dos frutos de vitex foi verificada em diferentes estudos
clinicos, a seguir serdo mencionados apenas alguns dos mais relevantes. Trés estudos
trabalharam com o extrato ZE 440 (60% etanol) da empresa alema Zeller. Ressalta-se que este
extrato ZE 440 segue a indicacdo do HMPC, correspondendo a um extrato seco com relagéo
de 6-12:1, extraido a partir de um solvente 60% etanol m/m, sendo que um tablete de 20 mg
corresponde a 180 mg da droga, o que é recomendado (EMA, 2011). No primeiro estudo
realizado por Berger et al. (2000), foi fornecido um tablete diario de 20 mg a 50 mulheres
com idade (31,3 £ 7,7 anos) e peso (58,9 + 6,9 kg) similares que sofriam de TPM durante trés
ciclos menstruais, no entanto, as pacientes foram estudadas durante 8 ciclos, os primeiros dois
ciclos foram considerados referéncia, nos seguintes trés foi realizado o tratamento e 0s
ultimos trés ciclos foram analisados para verificar se o efeito prevaleceu apds o tratamento.
Os resultados mostraram que o extrato de vitex reduziu a intensidade dos sintomas da TPM
em 42,5% em comparacdo com a referéncia (primeiros dois ciclos) (p < 0,001) e a quantidade
de dias que as mulheres sofreram os sintomas de 7,5 para 6. Ap0s o tratamento, 0s sintomas
apareceram gradualmente, sendo que depois de trés ciclos havia prevalecido uma reducdo de

20% (p < 0,001). Ja o segundo estudo comparou 0 mesmo extrato ZE440 (20 mg diarios) com
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placebo em um ensaio randomizado duplo-cego com 170 mulheres (86 ativas e 84 placebos)
com TPM durante trés ciclos menstruais. Os resultados mostraram diferenca significativa com
0 placebo (p < 0,001), havendo uma reducdo da intensidade dos sintomas (irritabilidade,
raiva, dor de cabeca, dor nos seios, entre outros) em 52 e 24 % para o tratamento com vitex e
placebo, respectivamente. Durante o ensaio, sete mulheres reportaram efeitos colaterais néo
graves (4 vitex e 3 placebo), concluindo assim que o extrato de vitex tem diferenca
significativa com o placebo e é bem tolerado (SCHELLENBERG, 2001). O terceiro estudo
avaliou a relacdo dose-efeito do extrato, sendo divididos os pacientes em quatro grupos
(placebo, 8 mg, 20 mg e 30 mg). Neste, foi realizado um teste duplo-cego com 162 mulheres
entre 0s 18-45 anos de idade por trés ciclos. Os resultados mostraram que todos as doses
foram bem toleradas, que ndo houve diferenca significativa entre o placebo e o tratamento de
8 mg, nem entre os tratamentos de 20 e 30 mg, portanto a dose preferencial deve ser de 20 mg
ZE 440 (SCHELLENBERG et al., 2012).

O estudo de Lauritzen et al. (1997) é considerado importante porque avalia o efeito de
vitex em comparacdo a piridoxina (vitamina B6), pois esta vitamina ja tem o seu efeito em
aliviar sintomas da TPM como nervosismo, dor de cabeca, irritibalidade, entre outros,
demonstrado (MAIA; SOARES; JUNIOR, 2001). Neste estudo foi avaliada a capsula da
marca Agnolyt (1 cdpsula contem: 3.5-4.2 mg de extrato seco do fruto de vitex na relacdo
[9.58-11,5:1]) em um teste duplo cego randomizado por trés ciclos menstruais com 90
pacientes. Os resultados mostraram que o tratamento com vitex teve melhores resultados que
a piridoxina em atenuar os sintomas da TPM como dor de cabeca, constipacdo, depresséo,
entre outros. Nos resultados, observou-se que 24,5 % das pacientes tratadas com vitex
avaliaram o tratamento como excelente, j& para a piridoxina apenas 12,1%. Ainda, 36 % dos

casos para vitex e 21 % para piridoxina indicaram que estavam livres de queixas.

Todos os estudos apresentados trabalharam com mulheres que sofriam da TPM, porém
néo foi considerado o grau de severidade da TPM. O estudo de Prilepskaya et al. (2006) teve
como objetivo verificar a eficiéncia do extrato de vitex [BNO 1095, 70% etanol, equivalente
ao extrato comercializado Agnucaston (WUTTKE et al., 2003)] em mulheres que sofrem
sintomas moderados a severos. No estudo, 109 mulheres realizaram o tratamento durante trés
ciclos, os resultados mostraram que 0 extrato de vitex reduziu mais de 50 % da intensidade
dos sintomas (PRILEPSKAYA et al., 2006), portanto, o extrato dos frutos de vitex foi capaz

de atenuar os sintomas mesmo se a TPM for considerada moderada a severa.
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A EMA (2011) determinou que o extrato do fruto de vitex é seguro para a maioria das
mulheres em idade fértil, ndo devendo ser usado durante a gravidez ou lactacdo. Como nédo
foram feitos estudos em criangas ou idosos, ndo é recomendado o uso. Em geral, os efeitos
colaterais sdo raros, podendo ser: alergia, dor de cabeca, nausea, diarreia, entre outros. Devido
ao possivel efeito dopaminérgico, ndo é recomendado 0 uso conjuntamente com
medicamentos antagonistas da dopamina ou estrogénios, nem com terapia de reposicao

hormonal.

2.5. Extracdo

A extracdo de compostos bioativos de plantas pode ser realizada por diferentes
métodos convencionais como a extracdo por soxhlet, hidrodestilacdo e maceragdo. Estas
técnicas se baseiam na aplicacdo de diferentes solventes, calor e/ou agitacdo (AZMIR et al,
2013). Neste trabalho estudou-se a extracdo dos compostos bioativos dos frutos de vitex com
0s solventes agua e etanol, pois sdo solventes considerados GRAS - Generally Recognized As

Safe, ou seja, reconhecidos como seguros para o0 uso em alimentos.

A maceracdo, ou extracdo solido-liquido, € uma técnica simples e de baixo custo,
consiste na transferéncia de solutos de uma matriz sélida para um solvente. Esta técnica é
utilizada, por exemplo, na extracdo da sacarose da cana de acucar, lipideos de oleaginosas e
fitoquimicos de plantas (AGUILERA, 2003). O processo de extracdo, do ponto de vista
pratico, é simples, primeiro tritura-se a planta/fruto/semente em particulas muito menores,
aumentando desta forma a &rea superficial de contato entre o material e o solvente,
consequentemente, o rendimento. Em seguida, é misturado o material moido com o solvente
em um recipiente fechado por determinado tempo e temperatura, o tipo de solvente o tempo e
a temperatura sdo determinadas previamente a fim de otimizar a extracdo dos compostos de
interesse. Normalmente se aplica agitacdo durante a extracdo para aumentar o rendimento do
processo, pois aumenta a difusdo e remove a solugdo concentrada da amostra trocando por
solvente menos concentrado da superficie (AZMIR et al, 2013). Apos a extracdo o material
solido é separado e o liquido remanescente é o extrato. O Quadro 2 mostra um esquema das
etapas que ocorrem na transferéncia de massa na maceracdo. Ressalta-se que a difusdo dos
compostos de interesse é dependente da solubilidade destes compostos no solvente, que é
consequéncia da polaridade do mesmo e, também, da viscosidade do solvente e da solucéo
extrato (AGUILERA, 2003).
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Quadro 2. Esquema das etapas empregadas ha extracao solido-liquido.

Fonte: Aguilera, 2003.
2.6. Microencapsulagéo

A microencapsulagéo foi descrita por diversos autores e todos a descreveram como
uma tecnologia utilizada para envolver ou embalar o material de interesse (nicleo ou recheio)
que pode ser liquido, sélido ou gasoso com materiais poliméricos (material de parede ou
carreador), obtendo como produto particulas da ordem de micrémetros, as quais poderdo ser
liberadas de forma controlada (FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008). Portanto, a
microencapsulacao visa proteger o material de interesse das condigdes adversas do meio, tais
como luz, umidade, oxigénio e interacbes com outros compostos, estabilizando o produto,
aumentando a vida util e promovendo a liberacdo controlada do ativo presente dentro da
particula em condi¢des pré-estabelecidas (SHAHIDI & HAN, 1993; GOUIN, 2004). Ainda,
possibilita melhorar as caracteristicas do material, pois consegue reduzir a volatilidade, a
higrospicidade e reatividade do mesmo (FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008),

possibilitando aplicagOes inusitadas para os materiais.

Esta tecnologia é muito utilizada pelas industrias de alimentos, farmacéutica, de
cosméticos e de higiene e limpeza. Na area de alimentos, existe uma infinidade de compostos
gue podem ser encapsulados como: acidos, bases, 6leos, vitaminas, sais, gases, aminoacidos,
6leos essenciais, corantes, enzimas e microrganismos (probioticos) (FAVARO-TRINDADE,

PINHO e ROCHA, 2008). Ressalta-se que o desenvolvimento de produtos contendo
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ingredientes ativos é um desafio (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008), pois 0
alimento é uma matriz complexa, ingerida por via oral, ndo devendo, portanto, afetar de forma
negativa as suas propriedades organolépticas. Por outro lado, a microencapsulacéo é capaz de
mascarar sabores indesejaveis (GOUIN, 2004), permitindo desta forma a aplicacdo de

compostos desagradaveis sensorialmente, porém benéficos, em produtos alimenticios.

Existem varias técnicas de microencapsulacdo, que podem ser divididos em 3 grupos
basicos segundo o procedimento de obtencdo: (a) fisico-quimicos: coacervacdo simples e
complexa, separacdo por fase organica e envolvimento lipossdmico; (b) quimicos:
polimerizagdo interfacial, inclusdo molecular; e (c) fisicos: spray drying, spray chilling, spray
coating, leito fluidizado, extrus&o, entre outros (ALVIM, 2005).

Em geral, poder-se-ia dizer que a formacéo das particulas seguem os seguintes passos:
(I) elaboracdo de uma solucdo ou suspensdo com o material de interesse e o carreador, (I1)
homogeneizacdo, (I11) deposi¢do do carreador no material de interesse e (IV) fixacdo ou
solidificacdo da envoltura (ALVIM, 2005). Este Gltimo passo é realizado por aquecimento,
retirada do solvente ou ligacGes cruzadas (ALVIM, 2005), dependendo da técnica utilizada

para encapsular.

Em funcdo da técnica e das condi¢cBes de processo se obtém microparticulas de
diferentes caracteristicas em funcdo da distribuicdo do recheio, classificadas em
microcapsulas e microesferas. As microcapsulas sdo aquelas do tipo reservatorio (Figura 5 A),
onde o material de interesse se encontra no nucleo recoberto por uma capa do carreador, ja as
microesferas sdo do tipo matriz, ou seja, 0 material de interesse e o carreador (parede) se
encontram distribuidos aleatoriamente por todo o volume da particula, inclusive na superficie
(Figura 5 B) (DESAI; PARK, 2005).

Neste projeto se empregou a técnica de spray drying por ser um método facilmente
aplicavel, de baixo custo, alta retencdo do recheio, boa estabilidade quanto a estocagem e com

uma vasta utilizacdo na industria de alimentos.
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Figura 5. Classificacdo das particulas em funcdo da distribuicdo do recheio. A)
Microcapsula e B) Microesfera

Microcapsula Microesfera

Fonte: Adaptado de Alvim (2005).

2.6.1. Spray drying

Spray drying é muito utilizado na industria de alimentos como um método de
secagem, no qual ocorre uma transformacdo do fluido (solucdo, dispersdo ou pasta) em pé
(ALVIM, 2005). Esta técnica, também conhecida como secagem por atomizacéo, ocorre de
maneira continua e consiste basicamente na atomizacao do fluido em um compartimento que
recebe um fluxo de ar quente (acima de 100 °C), consequentemente em uma evaporacao
instantdnea da agua seguida pela separacdo do p6 obtido em ciclone (TANAKA, 2007), a
Figura 6 mostra o esquema de funcionamento do equipamento spray dryer. A evaporacgdo da
agua é rapida porque o fluido ao ser atomizado produz indmeras goticulas, deste modo
aumenta a area superficial de contato entre o fluido e o ar de secagem. Este processo de
secagem tem alto rendimento, baixo custo em comparacdo com a liofilizacdo e pode ser
empregado em materiais termosensiveis, pois o fato da evaporacdo da agua ser instantanea
permite manter baixa a temperatura das microparticulas, exercendo assim a temperatura do ar

de secagem pouca influencia sobre as microparticulas (TANAKA, 2007).
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Figura 6. Esquema do spray dryer.
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Fonte: http://images.slideplayer.com.br/1/84760/slides/slide_22.jpg

No processo de secagem por spray drying as microparticulas formadas apresentam um
sistema multinucleado, ou seja, sdo formadas microesferas do tipo esponja (ALVIM, 2005).
As particulas obtidas neste processo estdo na faixa de 5-150 um e as suas caracteristicas
dependem de fatores, tais como as caracteristicas do fluido a ser atomizado (teor de sélidos,
viscosidade, tamanho de particulas, etc.), as variaveis operacionais, 0 agente carreador
utilizado no processo, etc (ALVIM, 2005). As principais variaveis operacionais do processo
sdo: temperatura do ar de entrada e saida, fluxo de ar, fluxo de alimentacdo, geometria da
camera e tipo de atomizador (ALVIM, 2005).

Este método ja foi utilizado para encapsular diferentes materiais, incluindo
nutracéuticos como vitaminas (DESOBRY; NETTO; LABUZA, 1997; DESAI; PARK,
2005), minerais como célcio (ONEDA; RE, 2003), compostos antioxidantes como
polifendlicos ou pigmentos (HERAS-RAMIREZ et al., 2011; BARBOSA; BORSARELLI;
MERCADANTE, 2005), acidos graxos essenciais (BAE; LEE, 2008; TAN; CHAN; HENG,
2009), assim como extratos de frutas (ERSUS; YURDAGEL, 2007; QUEK; CHOK;
SWEDLUND, 2007).


http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR47
http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR34
http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR9
http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR4
http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR71
http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR25
http://link.springer.com/article/10.1007/s11947-011-0638-z/fulltext.html#CR51
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A encapsulacdo de compostos bioativos € de extrema importancia na industria de
alimentos funcionais, nutracéuticos, farmacéuticos e cosméticos, uma vez que 0 processo de
microencapsulacao visa proteger e dessa forma transforma estes em compostos estaveis. No
caso dos compostos fenolicos, além de protegé-los, visa mascarar 0 sabor amargo que a
maioria destes apresenta, como no caso das catequinas, isoflavonas, ligninas, taninos (FANG,;
BHANDARI, 2010). A encapsulacdo por spray dryer ja se mostrou efetiva em mascarar o
amargor de peptideos de caseina, possibilitando a sua posterior aplicacdo em barras de
proteina com boas aceita¢fes sensoriais (ROCHA et al., 2009). O trabalho de Laokuldilok et
al. (2016) também teve sucesso ao mascarar o odor do extrato de circuma, a sua verificacao
foi realizado pelo cromatografo gasoso. Portanto, esta técnica parece ser promissora para a
encapsulacao do extrato dos frutos de vitex, protegendo os compostos fenolicos da oxidacéo e
mascarando o0 seu sabor amargo e picante, possibilitando a sua posterior aplicacdo como

ingrediente funcional em chocolate.
2.6.2. Goma arabica como material de parede

O material de parede, também denominado carreador ou agente encapsulante, é
utilizado para cobrir, formar a cépsula, reter o recheio e libera-lo em condicdes especificas
(ALVIM, 2005). A encapsulacdo pelo spray dryer tem como desvantagem a sua limitacao
enguanto ao agente encapsulante, pois como o fluido € a base de 4gua, o material de parede
deve ser soltvel em dgua em um grau admissivel (DESAI; PARK, 2005). Pode-se dizer que
um carreador ideal tem as seguintes caracteristicas: propriedade emulsificante, baixa
viscosidade, baixa higrospicidade, termoresistente, estavel, auséncia de sabor (ALVIM,
2005). Neste processo de encapsulacdo, normalmente sdo utilizados como material de parede:
amido, amido modificado, maltodextrina, quitosana, goma arabica, dentre outros (FAVARO-
TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008)

A goma arabica é um hidrocoloide natural exsudada a partir da Acacia, utilizada na
industria de alimentos como agente emulsificante e estabilizante (ALVIM, 2005), a sua
estrutura quimica pode ser visualizada na Figura 7. A goma arabica tem baixo valor calorico,
é inodora e sem sabor. Tem estrutura molecular ramificada, portanto baixa viscosidade,
motivo pelo qual é muito utilizada como carreador, sendo especialmente utilizada para
proteger volateis contra a oxidagdo (ALVIM, 2005; MADENE et al., 2006). Contudo, a sua
utilizacdo é limitada pelo seu alto custo em relacdo a maltodextrina, sendo que o preco e a
disponibilidade s@o flutuantes (MADENE et al., 2006). Neste trabalho adicinou-se
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concentragOes baixas de goma arabica, variando de 0-15 %, para ter um maior teor dos
compostos bioativos, assim ter que adicionar menor quantidade no chocolate, portanto, menor

influencia na textura.

Figura 7. Estrutura quimica da goma arabica.
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3. Hipotese

O interesse em alimentos funcionais vem aumentando nos ultimos anos, o que tem
impulsionado a industria de alimentos a inovar e tem gerado bilhdes em lucro. A elaboragdo
de um produto funcional para mulheres na idade reprodutiva capaz de atenuar ou aliviar 0s
sintomas da TPM é promissora e inovadora. Os chocolates ricos em cacau trazem beneficios
a saude e sdo muito consumidos durante a TPM, portanto, a incorporacdo do extrato dos
frutos de vitex em chocolate pode ser uma combinacdo perfeita e talvez ter efeito sinérgico.
A eficécia do extrato dos frutos de vitex foi comprovada, contudo a sua aplicacdo é um
desafio por ser rico em compostos fenoélicos, compostos na sua maioria amargos, assim foi
empregada a técnica de encapsulacdo/secagem por spray dryer para mascarar 0 gosto

indesejado.

Neste contexto, este trabalho representou uma inovacdo na area de alimentos
funcionais com apelo a manutencdo da qualidade de vida de mulheres em periodo
reprodutivo. No mercado europeu existe um alto consumo do extrato do fruto de Vitex Agnus
Castus L. em forma de capsulas ou tinturas, no entanto, ndo se encontrou nenhuma aplicacao
do mesmo em alimentos. Ainda, destaca-se a relevancia deste projeto devido a escassez de
trabalhos académicos que abordam a extracdo, encapsulacdo e aplicagdo deste extrato em

alimentos.
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Objetivos
Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi a encapsulagdo do extrato rico em compostos fendlicos

dos frutos maduros e secos de vitex (Vitex agnus castus L.), para mascarar a sensacdo de

ardéncia e o amargor do mesmo, com vistas a sua aplicacdo no desenvolvimento de chocolate

meio amargo com potencial para combater ou reduzir os sintomas da tenséo pré-menstrual.

4.2.

a)
b)

c)

d)

f)
9)

h)

)

K)
1)

Objetivos Especificos

Caracterizar os frutos maduros e secos de vitex;

Determinar as condicGes Otimas para extracdo dos compostos fendlicos dos frutos de
vitex;

Obter o extrato etandlico dos frutos maduros e secos de vitex nas condigdes
otimizadas;

Caracterizar o extrato em relacdo ao seu perfil cromatogréfico, pH, solidos totais,
fendlicos totais e casticina;

Encapsular o extrato por spray drying com diferentes condi¢des de processo;
Caracterizar as microparticulas segundo a sua morfologia e tamanho;

Caracterizar o p6 segundo a sua umidade, atividade de &gua, densidade,
higroscopicidade;

Avaliar a estabilidade quimica dos po6s durante o armazenamento por meio da
quantificacdo periddica de casticina e compostos fendlicos totais;

Determinar qual condicdo de processo produziu pds mais estaveis quimicamente;
Avaliar o potencial da encapsulacdo em mascarar ou atenuar a sensacdo de ardéncia e
0 amargor do extrato;

Aplicar o tratamento mais estdvel em chocolate meio amargo e caracterizar o produto;

Avaliar a aceitacdo sensorial do chocolate produzido;

m) Avaliar a estabilidade dos compostos bioativos no chocolate produzido.
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5. Material e Métodos

5.1. Materiais

Os frutos maduros e secos de vitex foram obtidos da empresa Chd & Cia - Ervas
Medicinais (S&o Paulo, Brasil). Como material de parede foi utilizado goma arabica
(Dinamica Quimica Contemporanea Ltda., Brasil). O reagente Folin—Ciocalteu e o etanol
absoluto foram obtidos da empresa Dindmica (Diadema, Brasil), o padréo de acido géalico da
Acros Organics (New Jersey, Estados Unidos) e o padréo da casticina da Sigma-Aldrich (St.
Loius, Missouri, USA).

5.2. Métodos

5.2.1. Caracterizacao dos frutos de vitex

Os frutos de vitex foram recebidos ja maduros e secos. Foram armazenados a
temperatura ambiente no escuro até a sua utilizacdo. Foram caracterizados em relacéo a sua
composicdo centesimal no laboratério de bromatologia da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de Sdo Paulo em duplicata. Também foram
caracterizados em relacdo a sua distribuicdo granulométrica e diametro médio em peneiras
Tyler com ajuda de uma mesa agitadora, de acordo com Foust et al. (1982). ApGs serem
moidos, para posterior extracdo, foram determinados novamente a distribuicdo granulométrica
e 0 didmetro médio. A fim de determinar o aumento da area superficial do fruto antes e ap6s
ser moido, foram utilizadas as seguintes equacgdes para o fruto desidratado e moido (ALLEN,
2003).

Inicialmente, foi estimado o didmetro médio dos p6s para cada peneira, sendo a média
da abertura da peneira em questdo e a peneira superior. No caso da primeira peneira foi
utilizado o didmetro real do fruto. A partir deste dado, foi calculado o volume equivalente em
mm?® com a Equagdo 1, esta e as seguintes equacdes foram realizadas para cada diametro

médio..
Vi=m+*dmi?= 1//6 (Equagéo 1)

Onde: Vi: volume equivalente da particula, dmi: diametro médio da particula.
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Com o volume equivalente e a densidade real, obtida a partir da medigdo com
paquimetro e pesagem em balanca analitica de 10 frutos maduros e secos de vitex, foi

encontrada a massa correspondente a cada particula (Equacéo 2).
mpt = p = Vi (Equacéo 2)
Onde: mpi: massa da particula, p: densidade do fruto maduro e seco de vitex, Vi: volume equivalente da
particula.
Em seguida, foi determinado o nimero de particulas em cada peneira (Equacéo 3) e
por ultimo a area superficial equivalente a uma esfera para cada particula (Equacédo 4). A

multiplicacdo de ambos e somatdria resultou na area superficial total (Equacéo 5).
N = mi/mpi (Equacéo 3)

Onde: N: nimero de particulas, mi: massa do fruto de vitex correspondente a aquela peneira, mpi: massa da

particula.
Ai = mdmi? (Equagéo 4)
Onde: Ai: area superficial da particula, dmi: didmetro médio.
At =X Ni=Ai (Equacdo 5)

Onde: At: area superficial total dasparticulas, Ni: niamero de particulas, Ai: &rea superficial.

5.2.2. Obtencdo e caracterizacdo do extrato

5.2.2.1. Determinacao das melhores condigdes de extracdo dos compostos fenolicos

Os ensaios foram feitos utilizando-se a propor¢do de sélido (frutos maduros, secos e
triturados de Vitex agnus castus L.):solvente de 1,5:10, em massa. Primeiro foi realizado um
estudo variando a concentracdo de etanol no solvente, utilizando o binémio tempo-
temperatura de 45 °C por 1 hora. Uma vez escolhido o solvente, foi realizado outro estudo
variando o binbmio tempo e temperatura de contato entre o soluto e o solvente, a Tabela 1
mostra as varidveis de extracdo estudadas. Todas as condi¢des foram testadas em triplicata,

sendo as médias do teor de compostos fenolicos apresentadas.
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Tabela 1. Variaveis e condicdes estudadas na extracdo de fenolicos dos frutos de vitex.

Variaveis Condic0es estudadas
Concentragéo de etanol no solvente (% m/m de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80,90 e
etanol) 99,5
Temperatura (°C) 25, 45 e 60
Tempo de contato (horas) 2,6,12e24

Fonte: propria autoria

Para melhor entendimento da influéncia do solvente na extracdo dos compostos
fenolicos dos frutos de vitex, foram determinadas as densidades, viscosidades e polaridades
dos solventes descritos.

A densidade e viscosidade foram medidas no Stabinger Viscosimeter SVM300 G2, da
marca Anton Paar para os solventes hidro alcodlicos a 45 °C.

A polaridade foi determinada a partir do calculo das constantes dielétricas pelas
equac0es propostas por Wohlfarth (2014) e Tir et al. (2012), Equacbes 6 e 7, respectivamente.
Inicialmente se determinou a constante dielétrica (Di) do etanol e da agua pura a 25, 45 e 60
°C (na Equacdo 6 a temperatura deve estar em Kelvins), sequindo a equagdo proposta por
Wohlfarth (2014), Equacdo 6. Em seguida, a partir desses dados, e as fracbes massicas de
etanol e agua para cada solvente foi calculada a Di dos solventes hidro alcodlicos para cada
condic&o utilizada seguindo a equacéo proposta por Tir et al. (2012), Equacéo 7.

Di=a+bT +cT2+dT3 (Equacéo 6.)

onde T € a temperatura absoluta em K; a, b, ¢, d sdo constantes.

Di = DIAWA + DiwWww (Equagéo 7.)
onde wA e wW sdo as fragdes méassicas dos componentes etanol (A) e 4gua (W), respectivamente, DiA e DiW
sdo as constantes dielétricas dos solventes puros (etanol e dgua).
O Quadro 3 apresenta as constantes utilizadas para os solventes etanol e 4gua.

Quadro 3. Constantes utilizadas para calcular as constantes dielétricas (DI) do etanol e
a agua.

a b C d
Etanol 151,45 -0,8702 0,001957 -1,5512E-06
Agua 24921 -0,79069  0,00072997 0

Fonte: Wohlfarth (2014).
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5.2.2.2. Teor de fendlicos totais

Este ensaio foi realizado de acordo com Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos
(1999), utilizando-se 0,25 mL do extrato obtido anteriormente adicionados a 2 mL de &gua
destilada e 0,25 mL do reagente de Folin-Ciocalteu. Apds 3 minutos a temperatura ambiente,
foram adicionados 0,25 mL de solucdo saturada de carbonato de sodio, e os tubos foram
colocados em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos para desenvolvimento de cor. A
absorbéancia foi lida em espectrofotometro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) a 750 nm e o
contetdo de fenolicos totais foi calculado utilizando-se curva-padrdo de &cido galico (Acros
Organics, New Jersey, Estados Unidos). Os resultados obtidos foram expressos em mg

equivalente de acido galico/grama de extrato em base seca.

5.2.2.3. Teor de casticina

A quantificacdo da casticina foi realizada de acordo com Hoberg, Meier e Sticher
(2001) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com algumas modificacfes. As
amostras foram diluidas em baldes de 10 mL colocando 1 mL da amostra, 3 mL de &gua
ultrapura (Direct-Q, Millipore) e completando o volume com metanol (Panreac, Espanha). Foi
usado um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Shimadzu, Japdo) com detector
de arranjos de diodos e coluna analitica em fase reversa (Shim-Pack VP ODS, 250 x 4,6 mm,
tamanho de particula de 5 um). A fase movel, com vazdo de 1 mL/min, foi composta por agua
ultrapura (Direct-Q, Millipore) acidificada com &cido férmico (Sigma-Aldrich, EUA) a pH
3,0 (A) e metanol (Panreac, Espanha) (B), com gradiente em B feito da seguinte forma: inicio
em 50% com rampa até 80% em 21 min, de 21-24 min (100%), de 24-27 min (50%). O forno
da coluna foi mantido a 35°C com injecdo de 30 pl da amostra. Os cromatogramas foram
adquiridos em 256 e 350 nm e os dados coletados no software LC Solution, versdo 1.21. A
quantificacdo foi realizada por padronizacéo externa usando padréo casticina (Sigma-Aldrich,
St. Loius, Missouri, USA) no intervalo de 0,78 — 9,8 ug/mL, os resultados obtidos foram
expressos em g casticina/grama de extrato em base seca.

A fim de comprovar se a casticina era mesmo quantificada no extrato, esta fracdo foi
coletada no coletor de fragdes (Shimadzu, Japdo) e analisada no detector de massas
triploquadrupolo (Waters, EUA) para identificagdo molecular, analise realizada no laboratério
de Microbiologia e Micotoxicologia de Alimentos da FZEA/USP.. Foi usado o modo de

infusdo com voltagem do capilar 3 kV, energia de colisdo 30 V, dissociacdo induzida por
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colisdo (CID) com gas argonio, fluxo de infusdo 10 pL/min no modo combinado com fase
movel (50% acetonitrila : 50% &cido formico 0,01%) a 0,50 mL/min, temperatura da fonte

eletrospray (ESI) 150°C, temperatura de dessolvatacdo 500°C e fluxo de nitrogénio 800 L/h.

5.2.2.4.  Perfil cromatografico do extrato

Para realizacdo da analise qualitativa dos compostos fendlicos presentes no extrato dos
frutos de vitex, as principais fracdes do extrato nas seguintes condi¢es foram coletadas no
coletor de fragcdes (Shimadzu, Japdo) nas seguintes condicbes: fase movel, com fluxo de 1
mL/min, foi composta de agua ultrapura (Direct-Q, Millipore) acidificada com acido férmico
(Sigma-Aldrich, EUA) a pH 3,0 (A) e metanol (Panreac, Espanha) (B), com gradiente em B
feito da seguinte forma: 0 min (5%), de 0,1-3 min (10%), 3,1-7 min (15%), de 7,1-19 min
(25%), de 19,1-25 min (27%), de 25,1-30 min (30%), de 30,1-39 min (34%), 39,1-44 min
(37), de 44,1-49 min (42%), de 49,1-75 min (50%), 75,1-80 min (100%) e 80,1 min (5%). O
forno da coluna foi mantido a 35 °C e foram injetados 30 pL da amostra (FUKAHORI et al.,
2014) .

Em seguida, estas fragdes foram analisadas no detector de massas triploquadrupolo
(Waters, EUA) para identificacdo molecular. Em ensaios preliminares foi definido utilizar o
modo de infusdo com voltagem do capilar 3 kV, energia de colisdo entre 10 a 30 V,
dissociacdo induzida por colisdo (CID) com gas argénio, fluxo de infusdo 10 pL/min no modo
combinado com fase movel (50% acetonitrila : 50% &cido férmico 0,01%) a 0,50 mL/min,
temperatura da fonte eletrospray (ESI) 150°C, temperatura de dessolvatacdo 500°C e fluxo de
nitrogénio 800 L/h.

Na tentativa de identificacdo dos principais compostos presentes nas fragdes coletadas
do extrato de vitex os ions moleculares e seus principais fragmentos obtidos na analise de
espectrometria de massas foram comparados com dados disponiveis na literatura para

identificacdo dos flavonoides.

5.2.2.5. Preparo do extrato liofilizado

Foram liofilizados 100 mL do extrato aquoso de vitex em liofilizador Terroni LC-1500

(Séo Carlos, Brazil) por 48 horas para comparar possiveis perdas na hora da concentracdo dos
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extratos pelo uso de altas temperaturas (45 °C) na atividade antibacteriana e antioxidante do

extrato.

5.2.2.6. Atividade antibacteriana “in vitro”

A atividade antimicrobiana “in vitro” do extrato etandlico, do extrato concentrado e do
extrato liofilizado (0,204 g/mL) foi avaliada para as bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus subsp. aureus CCT 5591 e Listeria monocytogenes CCT 7408 e as bactérias Gram-
negativas Salmonella enteritidis CCT 4475 e Escherichia coli CCT 0548. Essas culturas
foram gentilmente doadas pela Fundacdo André Tosello (Campinas, Brasil), de sua Cole¢édo

de Culturas Tropicais.

Inicialmente foi realizada a ativacdo das bactérias em caldo BHI (Brain Heart
Infusion), o repique das mesmas em BHI e apds 24 horas foi realizada uma estria em agar
nutriente para cada microrganismo. Apés 24 horas, foram semeadas col6nias das bactérias em
solugdes salinas 0,9% (m/v) e foi realizada a leitura em espectrofotdometro (modelo DR 2800,
HACH, Loveland, Estados Unidos) para obter solugfes com concentracGes conhecidas das
bactérias (NORI et al., 2011), segundo Tabela 2.

Tabela 2. Relag&o entre absorbancia e concentragdo para 0os microrganismos testados.

Microrganismo Comprimento de Absorbancia UFC/mL
onda correspondente

Staphylococcus 660 nm 0,135 1-2*10°
aureus

Escherichia coli 660 nm 0,100 1-2*10

Salmonella enteritidis 660 nm 0,100 1-2*10°

Listeria 600 nm 0,150 1*10°

monocytogenes
UFC= Unidades formadoras de col6nia. Fonte: prdpria autoria.

Posteriormente, foi realizado um screening em triplicata através do método de difusdo
em 4agar nutriente, onde 100 pL das solugbes com concentragBes conhecidas de
microrganismos (Tabela 2) foram semeadas em agar nutriente, apos espalhar as soluges com
ajuda da alca de Drigalski foram feitos com ponteiras cinco pocinhos, sendo que estes foram
preenchidos com 35 pL de: a triplicata do tratamento testado, controle positivo (Tetraciclina

100 mg/mL) e controle negativo (dgua ou solugdo etandlica 60 %, segundo o caso).
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5.2.2.7. Determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentragao
minima bactericida (CMB)

Para as amostras que apresentaram halo inibitorio, foram determinadas as
concentra¢fes minimas inibitoria (CMI) e bactericida (CMB) em triplicata em microplacas de
96 pocos, segundo metodologia proposta por Silva et al. (2014).

Inicialmente, foram adicionados 100 pL de caldo BHI contendo concentracfes na
ordem de 10° (S. enteritidis) e 10° UFC/mL (outras bactérias) em duplicata na primeira linha
da microplaca. Posteriormente, foram adicionados 100 pL dos tratamentos que deram positivo
no screening na primeira linha e a partir desta foram feitas oito diluicbes seriadas. A
microplaca foi incubada a 37 °C por 24 horas. Apos este periodo, foram adicionados 35 pL de
uma solucdo 0,01% de resazurina (SILVA et al., 2014) que deixou os pocinhos de coloracao
azul, ap6s 10 minutos, os pocinhos que tivessem a cor alterada para rosa indicariam que
houve crescimento bacteriano. Caso os pocinhos ficassem com a coloragdo roxa indicaria um
efeito inibitorio e ndo bactericida. Para verificacdo dos resultados, 10 uL de cada pocinho

foram semeados em placas de &gar nutriente por 24 horas.

5.2.2.8. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do extrato aquoso, extrato concentrado e do extrato seco por
liofilizacdo foi determinada por dois métodos, a capacidade de sequestro do radical DPPH« e
Poder redutor do ferro (FRAP).

Capacidade de sequestro do radical DPPHe (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical)

Essa capacidade foi determinada de acordo com o método proposto por Brand-
Williams, Cuvelier e Berset (1995), com algumas modificagdes. Inicialmente, uma aliquota de
1,0 mL do extrato obtido da amostra previamente diluido foi misturada com 3,0 mL de uma
solugdo metandlica de DPPHe+ (0,03080 mg/mL). Ap6s homogeneizagdo foram mantidos os
tubos por 25 minutos a temperatura ambiente (+ 28 °C) sob abrigo da luz, a absorbancia foi
lida a 517 nm utilizando um espectrofotdmetro (Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech). Para a

curva padrao foi utilizada uma solugdo metandlica de Trolox, nas seguintes concentragdes 20,
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40, 60, 80 e 100 puM, sendo os resultados expressos como pmol equivalentes de Trolox/g de

amostra em base seca.

Poder redutor do ferro (FRAP)

Esta anélise foi realizada de acordo com Benzie e Strain (1996). Inicialmente, uma
aliquota de 500 pL do extrato obtido da amostra previamente diluido foi misturada com 3750
pL do reagente FRAP. Em seguida, os tubos foram colocados em banho-maria a 37 °C por 5
minutos para posterior leitura da absorbancia a 593 nm em espectrofotémetro (Ultrospec
2000, Pharmacia Biotech). O reagente FRAP ¢é a combinacdo de 25 mL de tampé&o acetato 0,3
M, 2,5 mL de solugéo TPTZ (tripiridiltriazina) 10 mM e 2,5 mL de solug¢&o aquosa de cloreto
férrico 20 mM. Como curva padrao foi utilizada uma solu¢do metandlica de Trolox (0,25
mg/mL), em diferentes concentracBes (0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mM), sendo o0s resultados

expressos como pmol equivalentes de Trolox/g de amostra em base seca.

5.2.3. Secagem/Encapsulacéo

5.2.3.1. Processos de secagem do extrato liquido

Preparo dos pos por spray-drying

Para o preparo dos pds, inicialmente o extrato obtido anteriormente foi adicionado de
agente carreador goma arabica (GA) em quatro concentrac@es (0, 5, 10 e 15 g GA /100 g do
extrato concentrado) para ser atomizado em spray-dryer em duas temperaturas de ar de
entrada (130 e 160 °C). A secagem foi realizada em spray-dryer de bancada modelo MSD 1.0
- LabMag operando com vazéo de ar comprimido de 40 L/min no bico e velocidade do ar de
secagem de 2,5 m/s. A solucdo foi bombeada até o bico injetor do equipamento com uma
vazdo de 10 mL/min.

A Tabela 3 apresenta os oito tratamentos propostos, cujos processos de secagem foram

realizados em duplicata.
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Tabela 3. Ensaios para secagem do extrato liquido de vitex mostrando as variaveis
testadas.

Tratamento Concentracado do agente Temperatura de entrada
carreador (g goma do ar de secagem (°C)
arabica/100g do extrato
concentrado)
S. 130 0 130
S. 160 0 160
T1 5 130
T2 5 160
T3 10 130
T4 10 160
TS5 15 130
T6 15 160

Fonte: prépria autoria.

Os pos obtidos foram caracterizados em relacdo a atividade de agua, umidade,
densidade aparente, teor de fendlicos totais e casticina, estabilidade ao longo do tempo em
relacdo a casticina e aos compostos fendlicos, espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), higroscopicidade, isotermas de sor¢do e potencial de
mascarar a sensacdo de ardéncia e amargor de vitex. Ja as microesferas foram caracterizadas
em relacdo a morfologia, tamanho e distribuicdo e avaliacdo de formas polimorficas por

difracdo de raios-X

Preparo do extrato liofilizado
Para efeito de controle com o material seco por spray-drying, foram liofilizados
aproximadamente 200 mL do extrato ja concentrado dos frutos de vitex em liofilizador

Terroni LC-1500 (S&o Carlos, Brazil) por 48 horas sem carreador.

5.2.3.2.  Rendimento dos processos de secagem

O rendimento dos processos de secagem foi determinado em relacdo a quantidade do
po obtido apds a secagem e a quantidade de sélidos totais na solucdo antes da secagem

(s6lidos do extrato e do carreador) segundo a Equacéo 8.

y . massa do pd obtido ) .
Rendimento de secagem = —— — — x 100 (Equacdn8.)
massa de 50lidos totais da solucdo
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5.2.3.3. Caracterizacao dos pos obtidos

Atividade de agua e umidade dos poés

A atividade de agua foi determinada utilizando-se o equipamento AQUALAB
(Decagon Devices, Pullman, WA) e a umidade no analisador de umidade modelo MB 35 da
marca Ohaus (Ohio, Estados Unidos), ambas analises em triplicata. Ambas foram
determinadas logo ap0s a secagem e ap0s o periodo de estabilidade (120 dias a temperatura
ambiente (x 28 °C) e 38% de UR).

Densidade aparente dos pos

Em provetas de 5 mL foram pesados aproximadamente 2 g dos p6s, em seguida foram
realizados 120 batidas (1 por segundo) para promover compactacédo e entdo realizada a leitura
do volume que ocupa o poO, em triplicata. Sendo calculada a densidade aparente pelo

quociente da massa pelo volume aparente (g/mL).

Higroscopicidade dos p6s

Para a determinacéo da higroscopicidade foi adotada a metodologia utilizada por Cai e
Corke (2000) com algumas modificacBes, 50 mg de amostras (T1-T6, S.130, S.160, extrato
liofilizado e GA), em triplicata, foram acondicionadas por duas semanas em dessecador
contendo solucdo saturada de NaCl, que confere ao meio uma umidade relativa de 75%,
havendo pesado as amostras cada dois dias para conferir que tenha atingido peso constante. A

higroscopicidade foi determinada através da massa de agua absorvida por 100 g de amostra.

5.2.3.4.  Teor de fenodlicos totais nos pods e no extrato liquido

Esta analise foi realizada em triplicata seguindo a metodologia proposta por Singleton,
Orthofer e Lamuela-Raventos (1999). Assim, aproximadamente 10 mg dos pés T1-T6, 4 mg
dos pos S.130, S.160 e extrato liofilizado, e 50 mg do extrato liquido foram diluidas em 3 mL
de agua destilada em balGes de 10 mL sendo o volume completado com etanol absoluto. Para
a reagdo, foram colocados inicialmente em tubos de vidro 0,250 mL dos extratos obtidos
anteriormente, 2 mL de agua destilada e 0,250 mL do reagente de Folin-Ciocalteu,
homogeneizados no vortex. Apos 3 minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 0,250
mL de solucdo saturada de carbonato de sodio anidro e homogeneizados no vortex

novamente. Os tubos foram colocados em banho-maria a 37 °C durante 30 minutos para
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desenvolvimento de cor, entdo foi medida a absorbancia a 750 nm em espectrofotdmetro
(Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech) e o conteido de fenodlicos totais foi determinado
utilizando-se curva-padrdo de acido galico. Os resultados obtidos foram expressos em mg

equivalente de acido galico (EAG) /g de amostra em base seca.

5.2.3.5. Teor de casticina nos pds e no extrato liquido

Para a quantificacdo da casticina foi utilizada metodologia proposta por Hoberg, Meier
e Sticher (2001) com algumas modificacbes. Aproximadamente 50 mg das amostras T1-T6,
20 mg S.130, S.160 e extrato liofilizado, e 500 mg do extrato liquido foram diluidas em
balGes de 10 mL colocando 3 mL de &gua ultrapura (Direct-Q, Millipore) e completando o
volume com metanol, em triplicata. O sistema utilizado foi de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Shimadzu, Japdo) com detector de arranjos de diodos e coluna analitica em fase
reversa (Shim-Pack VP ODS, 250 x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um). A fase movel,
com fluxo de 1 ml/min, foi composta de &gua ultrapura acidificada com éacido férmico a pH
3,0 (A) e metanol (B), com gradiente em B feito da seguinte forma: inicio em 50% com rampa
até 80% em 21 min, de 21-24 min (100%), de 24-27 min (50%). O forno da coluna foi
mantido a 35°C com injecdo de 30 pl da amostra. Os cromatogramas foram adquiridos em
256 e 350 nm e os dados coletados no software LC Solution, versdo 1.21. A quantificagdo foi
realizada por padronizacdo externa usando padrédo casticina no intervalo de 0.78 - 9.8 pg/mL,

os resultados obtidos foram expressos em mg casticina/g de amostra em base seca.

5.2.3.6. Retencao dos compostos fendlicos e da casticina no processo de secagem

A quantificagdo dos compostos fendlicos e da casticina foi realizada como explicado
anteriormente nos pés, logo apos o processo de secagem em triplicata.

O rendimento foi calculado em relacdo ao teor dos compostos fendlicos/casticina
quantificados em cada um dos tratamentos logo ap0s o processo de secagem e o teor de
fenolicos/casticina presentes na solugédo antes da secagem (Extrato liquido e GA), segundo
Equacdo 9.

. Teor fenolicos/casticina nos pos i .
Retencin = — — — x 100 (Equacin 9.)
Teor fenolicos/casticing presentes na solucio
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5.2.3.7. Estabilidade da casticina e dos compostos fenolicos ao longo do tempo nos
pds e no extrato liquido

A estabilidade da casticina e dos compostos fenolicos do extrato presentes nos pés

com carreador (T1-T6), em comparacdo aos presentes no extrato liquido, extrato seco em

spray dryer sem carreador (S.130 e S.160) e extrato seco em liofilizador sem carreador foi
monitorada utilizando os métodos descritos anteriormente para quantifica-los.

As amostras foram armazenadas em triplicata em potes de vidro, protegidos da luz, na

presenca de O, umidade controlada (38 % UR) e a temperatura ambiente (£ 25 °C) (TONON,

2009) e as analises foram realizadas nos tempos 0, 7, 15, 30, 60, 90 e 120 dias ap0s a

secagem.

5.2.3.8.  Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliar a interacdo dos componentes ativos do vitex com a goma arabica, foi
utilizada a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (espectrdmetro
Perkin Elmer FT-IR, Walthman, EUA) na regi&o de 4000 a 600 cm™, conforme proposto por
Rocha-Selmi et al. (2013).

5.2.3.9. Isotermas de sorcéo nos pos

As umidades de equilibrio das amostras em p6 (T1-T6, S.130, S.160, extrato
liofilizado e goma arabica pura) foram determinadas pelo método gravimétrico estatico
(LABUZA, 1984), utilizando-se solugdes salinas saturadas em agua destilada, para uma faixa
de umidade relativa de 0,109-0,843 % (Tabela 3) (TONON, 2009).

Tabela 3. Atividade de agua (Aw) das solugdes salinas utilizadas para determinar as isotermas

de sorcéo.
Sal Aw
LiCl 0,109
CH3COOK 0,260
MgClI2 0,379
K2CO3 0,455
Kl 0,696
NaCl 0,753
KCI 0,843

Fonte: prépria autoria.
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As amostras foram colocadas em potes de vidro e, em seguida, armazenadas com as
respectivas solucdes salinas a 25°C. As amostras foram pesadas em balanga analitica em
intervalos regulares de tempo, até atingirem o equilibrio (cerca de 3 semanas). Depois de
atingido o equilibrio, a umidade de equilibrio das amostras foi calculada como descrito na

Equacdo 10.

m, ..
Ueg = —2—=x 100 (Equacio 10.)
m

=

Onde: Ueq é a umidade de equilibrio (% em base seca), Msgua absorvida & @ Massa total de dgua (massa agua inicial +

massa agua absorvida) na amostra (g), € msé a massa seca da amostra (g).

Os dados experimentais obtidos foram ajustados pelos seguintes modelos
encontrados na literatura para isotermas de sor¢do: GAB, BET modificado, Halsey, Oswin e
Henderson, apresentados na Tabela 4. Para a determinacdo dos parametros destes modelos foi
realizada uma andlise de regressdo ndo linear dos dados experimentais com o auxilio da
ferramenta Solver do software Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, EUA).

Tabela 4. Modelos para isotermas de sor¢do em alimentos.

Para escolha dos melhores ajustes foram utilizados dois critérios, o coeficiente de
determinacgéo (R?) e o médulo do desvio relativo médio (DR), calculado de acordo com a

Equacéo 11.

100 VE-VP
0 ¥ [ ]
N VE

DR = (Equacéo 11.)

Onde: DR ¢ o desvio relativo, N o nimero de observagdes, VE o valor experimental e VP valor predito pelo

modelo.
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5.2.3.10. Caracterizacdo das microparticulas

Caracterizacdo morfoldgica das microparticulas por microscopia eletronica de
varredura (MEV)

A caracterizagdo morfoldgica das microparticulas dos oito tratamentos e da goma
arébica foi realizada por microscopia eletronica de varredura (MEV) no microscépio Tabletop
Microscope Hitachi (Téquio, Japdo) TM 3000, com o programa TM 3000, sem recobrimento

de ouro.

Anélise do tamanho e distribuicdo do tamanho das microparticulas

Para obtencdo do tamanho e distribuicdo do tamanho das microparticulas foi utilizado
o0 analisador de particulas por difracdo a laser SALD- 201V, Shimadzu (Kyoto, Japao). Para
essa analise, uma pequena quantidade das microparticulas foi dispersa em etanol absoluto e
submetida a trés leituras. Esta andlise foi realizada logo ap6s a encapsulacéo e ap6s o periodo
de estabilidade (120 dias a temperatura ambiente e 38% de umidade relativa) em triplicata.

Difracdo de raios-X

Para a avaliacdo de formas polimérficas das microparticulas foi utilizada a técnica de
difracdo de raios-X (AXS Analytical X-Ray Systems Siemens D5005, Alemanha). As
medidas foram obtidas pelo escaneamento de 26 na faixa de 5 - 55° com uma rampa de 6°

/min conforme descrito por Xiao et al. (2015) em triplicata.

5.2.4. Aplicacdo do extrato na forma livre e encapsulada

5.2.4.1. Producéo do chocolate meio amargo

A fim de se verificar a funcionalidade das particulas obtidas, foi desenvolvido um
chocolate meio amargo com a aplicagdo do extrato dos frutos de vitex na forma livre (amostra
contendo o extrato atomizado sem carreador (S.160) e goma arabica, exatamente na mesma
proporcdo em que estes aparecem nas particulas (T6), misturados mecanicamente) e
encapsulada (T6: 160 “C/ 15 % de goma arabica), como controle foi produzido chocolate
meio amargo sem adicdo de vitex. O chocolate foi desenvolvido nas instalagdes do Cereal

Chocotec do Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) em Campinas-SP. Foi elaborada
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uma formulacdo para o desenvolvimento dos chocolates no ITAL, contendo: aclcar (47%),
massa de cacau (43%), manteiga de cacau (10%), emulsificantes lecitina de soja (0,3%) e
poliglicerol poliricinoleato (PGPR) (0,2%) e as particulas livres e encapsuladas (2,5% da
massa do chocolate preparado).

As etapas empregadas para a elaboracdo do chocolate foram as descritas no
fluxograma da Figura 8, sendo que as microparticulas do tratamento T6 foram adicionadas
terminando a etapa da temperagem. Os cuidados que foram tomados durante a producéo do
chocolate foram: (1) o refino foi feita para obter particulas com tamanho na faixa de 20 - 25
pum, (1) a conchagem foi promovida em trés etapas, inicialmente a conchagem seca por 15
min a 65 °C, em seguida foi adicionada a manteiga de cacau e realizada a conchagem plastica
por 20 horas a 65 °C, ap0s esse periodo foram adicionados os emulsificantes e esperado mais
4 horas a 65 °C na concha (conchagem umida), (I11) a temperagem foi realizada até atingir
temperaturas de 28 °C, sendo adicionado imediatamente as particulas, misturado e feita a
moldagem, (IV) o resfriamento foi realizado em tunel de ar frio com perfil de temperatura:

temperaturas de entrada — meio — saida de 18 -11 - 18 °C.

Figura 8. Fluxograma do processo de elaboracéo do chocolate.

Fonte: prépria autoria.
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Ap0s a producdo dos chocolates, estes foram avaliados microbiologicamente seguindo
as exigéncias da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, mostrando a auséncia
de coliformes totais e salmonela em 25 g da amostra de cada batelada produzida (2 bateladas).
Finalmente, os chocolates foram caracterizados em relacdo a dureza, pH, cor, atividade de
agua e aceitacdo sensorial. Adicionalmente, foi quantificado o teor de casticina e compostos
fenolicos nos chocolates e também foi avaliada a estabilidade desses compostos ao longo de

60 dias, nos tempos 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias.

5.2.4.2. Caracterizacéo dos chocolates adicionados de vitex e controle

A atividade de &gua da amostra foi avaliada utilizando o aparelho Decagon Aqualab
automatico CX-2 em triplicata.

A dureza do chocolate foi determinada por um texturdmetro (TA XT Plus Texture
Analyser, Extralab, Brasil), utilizando-se uma probe needle P/2 como descrito por Afoakwa et
al. (2008). Foram padronizadas as velocidades de 0,5 mm/s de prespeed 1 mm/s, test 2 mm/s,
postspeed 10 mm/s e penetracdo de 5 mm. Os ensaios foram feitos em quintuplicata em barras
com as dimensdes 20 x 25 x 7 mm (L x W x H) no inicio e no final da estabilidade (tempos 0
e 60 dias).

Para avaliacdo do pH, 10 g do chocolate de cada tratamento foram trituradas e
misturadas em 100 mL de agua destilada com agitador magnético por 10 min, apés esse
periodo o pH foi medido com um pHmetro (Marte, MB 10, Brasil).

A cor das barras de chocolate foi avaliada com o auxilio de um colorimetro
(HunterLab Model MiniScan XE, Reston, USA) no inicio e final da estabilidade (tempos 0 e
60 dias). A analise determinou a luminosidade (L*), o componente vermelho-verde (a*) e o
componente amarelo-azul (b*) em 3 pontos da barra de chocolate , e o indice de brancura
(White Index — WI) foi calculado a partir da Equacdo 12 descrita por Lohman e Hartel (1994).
Assim, foi possivel correlacionar esta analise com o desenvolvimento de fat bloom na
superficie das barras do chocolate, quanto maior o valor de WI mais branca é a superficie do

chocolate.
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WI=100-[(100—L)2+a*2+b*2]0.5 (Equacdo 12.)
Onde WI= indice de brancura, L= parametro de cor luminosidade, a*= pardmetro de cor chroma a* e

b*= parametro de cor chroma b*.

5.2.4.3. Estabilidade da casticina e os compostos fendlicos ao longo do tempo nos
chocolates

A estabilidade da casticina e dos compostos fendlicos dos chocolates, embalados com
papel chumbo e armazenados a 22 °C, foi monitorada nos tempos 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias
utilizando-se os métodos descritos anteriormente para quantificar casticina e compostos
fendlicos em triplicata.

Para a extracdo dos compostos fenolicos e da casticina, primeiro se desengordurou a
amostra e depois se realizou a extracdo com uma solucgédo 80 % (v/v) etanol, como descrito por
Adamson et al. (1999) e Alafén et al. (2016). Assim, 3 g da amostra de chocolate foi
particionada com auxilio de um ralador e misturados com 10 mL de n-hexano, em seguida, a
mistura foi homogeneizada usando voértex e colocada em ultrassom por 5 min, a continuacao,
a mistura foi centrifugada (2935 x g por 5 min). A seguir, repetiu-se todo o procedimento,
porém adicionando-se apenas 5 mL de n-hexano. Em seguida, as amostras foram secas para
remocdo do n-hexano residual. A extracdo foi realizada duas vezes para garantir a maxima
liberacdo destes compostos, dessa forma ao chocolate, previamente desengordurado,
adicionou-se 2,5 mL de solucdo alcéolica (80% v/v) e homogeneizou-se com 0 vortex
primeiramente e depois usando ultrassom durante 10 min, sendo em seguida centrifugada (
2935 x g por 5 min), totalizando 5 mL do extrato final.

Para a quantificacdo da casticina, apenas foi filtrado o extrato, ja para a quantificacdo
dos compostos fenolicos foi diluido o extrato em uma relagdo de 0,8:10 em solucdo 80 %

(v/v) de etanol.

5.2.4.4. Aceitagdo sensorial dos chocolates

A andlise sensorial dos chocolates obtidos foi realizada em cabines individuais, de
acordo com a metodologia descrita por Meilgaard et al. (1999). Inicialmente, entregou-se o
termo de livre consentimento e um questionario de consumo (Apéndices A e B,
respectivamente) para poder conhecer o perfil das participantes. A continuacdo, as amostras

foram apresentadas em copos plasticos de 50 mL, foi servido um copo de agua e bolacha de
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agua e sal, para que os participantes limpassem o palato entre cada amostra. A aceitacdo dos
produtos foi avaliada usando uma escala hedénica de 9 pontos (1 - "desgostei muitissimo” ¢ 9
— “gostei muitissimo”) para os atributos de sabor, textura, cor, aroma e aceitabilidade geral.
Ainda, foi perguntado sobre a intencdo de compra do produto (1 - " Decididamente nédo
compraria” ¢ 5 — “Decididamente compraria”). Cento ¢ vinte e duas provadoras do sexo
feminino, ndo treinadas, participaram do teste.

Ressalta-se que as provadoras foram advertidas que em caso de gravidez ou lactacéo
ndo fizessem o teste. A Figura 9 apresenta a ficha de avaliacdo de aceitacdo e intencdo de
compra que foi utilizada.

Figura 9. Ficha para o ensaio de aceitacéo e inten¢do de compra do chocolate.

Fonte: prépria autoria.

Esta andlise foi realizada no Laboratorio de Andlise Sensorial da Faculdade de
Zootecnia e Engenharia de Alimentos (FZEA/USP), sendo previamente solicitada a
autorizacdo ao comité de ética em pesquisa da FZEA/USP para sua realizacdo (CAAE
56690216.2.0000.5422).
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5.2.5. Avaliacédo do potencial da encapsulacdo em mascarar ou atenuar a sensagao

de ardéncia e 0 amargor
Inicialmente foi realizada uma selecdo de provadoras a partir de um teste de
ordenacdo, seguindo a metodologia proposta por Ferreira et al. (2000), foi realizada a selecéo

até conseguir pelo menos 15 provadoras para cada atributo.

Foram apresentadas 3 amostras as julgadoras, os pos obtidos com 5, 10, 15% de goma
arébica (T2, T4 e T6, respectivamente) de maneira casualizada. A julgadora recebeu duas
vezes as amostras, sendo que na primeira vez teve que ordenar as amostras de modo crescente

em relacdo ao atributo amargor e na segunda vez em relagédo a sensacdo de ardéncia.

As amostras foram servidas em bandejas, dentro de copinhos plasticos de 50 mL, junto
com uma bolacha de &gua e sal e um copo de agua, foi orientado as provadoras para que
limpassem o palato entre a degustacdo de cada amostra. A orientacdo da analise foi
direcionada pela utilizacdo da ficha apresentada na Figura 10 para o amargor, no entanto, elas
receberam junto com novas amostras codificadas uma segunda ficha para a sensacdo de

ardéncia.

Figura 10. Ficha para o ensaio de selecdo e treinamento de provadores..

Nome: Data: / /| Ficha

Vocé estd recebendo 3 amostras codificadas. Por favor, prove as amostras da
esquerda para a direita, e ordene-as em ordem crescente em relacdo ao SABOR
AMARGO. Limpe o palato entre a degustacdo de cada amostra.

menos amarga mais amarga
Comentarios:

Fonte: propria autoria.

Visando provar a eficiéncia do processo de microencapsulacdo em mascarar ou
atenuar o amargor e a sensacao de ardéncia causada pelo extrato, foram realizados dois testes
de comparacdo pareada (bicaudal), segundo Meilgaard et. al (1999). No primeiro teste as
provadoras previamente selecionadas em funcdo de sua acuidade na percepcdo da sensacao
picante (15 provadoras) e amargor (18 provadoras) compararam as seguintes amostras: i)
amostra contendo o material encapsulado em pd; ii) amostra contendo o extrato seco e 0s
agentes encapsulantes (exatamente na mesma proporgdo em que estes aparecem nas
particulas) misturados mecanicamente e em pé. Este ensaio foi realizado apenas para o

tratamento que apresentou os melhores resultados na caracterizacdo geral (T6). O segundo
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teste foi realizada com as mesmas provadoras, s6 que desta vez foram avaliados os
chocolates, assim as provadoras receberam as seguintes amostras: i) chocolate meio amargo
adicionado do material encapsulado (tratamento 6); ii) chocolate meio amargo contendo o
extrato seco (S.160) e goma arabica (exatamente na mesma propor¢cdo em que estes aparecem

no tratamento 6) misturados mecanicamente.

As amostras foram servidas em bandejas, dentro de copinhos plasticos de 50 mL
codificados, junto com um copo de agua e bolacha de agua e sal, para que os provadores
limpassem o palato entre a degustacdo de cada amostra. A orientacdo da analise foi

direcionada pela utilizagdo da ficha apresentada na Figura 11.

Figura 11. Ficha para o ensaio de comparagio pareada.

Nome: Data:. _/ /  Ficha:
Vocé esté recebendo 2 amostras codificadas. Por favor, prove as amostras da esquerda
para a direita, e escreva o codigo da amostra mais PICANTE.

mais picante
Comentarios:

Fonte: propria autoria.

5.2.6. Forma de analise dos resultados

Todos os dados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando-se o programa
estatistico SAS (Statistic Analisy System), versdo 9.2, por andlise de variancia ANOVA e

teste de Tukey, ao nivel de 5%.

6. Resultados e Discussao

6.1. Caracterizacgao dos frutos de vitex

A fruta desidratada e o p6 obtido da sua moagem podem ser observados na Figura 12 A
e B, respectivamente. As distribui¢cGes granulométricas do fruto de vitex desidratado e do pé

obtido da sua moagem estéo apresentadas na Figura 13.
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Figura 12. Fruto de vitex desidratado. A) Antes de ser moido; B) p6 obtido da trituragao

do fruto de vitex desidratado.

Fonte: prépria autoria.

Figura 13. Distribuic@o granulométrica do fruto de vitex e do pé obtido da sua moagem.

Fonte: propria autoria.

Pode ser observado que 84% dos frutos desidratados apresentaram diametros médios
maiores que 1,651 mm, logo o material em estudo pode ser considerado de tamanho
homogéneo. As fragdes coletadas com diametros inferiores a 1,651 mm, correspondentes a 16
% dos frutos, consistiam de partes dos frutos. A presenca desses fragmentos pode ser
explicada pelo fato de ser um fruto desidratado, que pode ter sofrido dano mecéanico no
proprio processamento como também durante o transporte, ocasionando a particdo do mesmo.
Em relacdo ao po obtido da moagem do fruto, pode-se observar uma distribuicdo normal,
sendo que a maior parte das particulas (59%) tem diametro médio entre 0,503 — 0,711 mm. A

partir deste dado pode ser observado que o processo de trituracdo foi feito apropriadamente,
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pois é insignificante a quantidade que permaneceu com didmetro maior a 1,651 mm, como

observado na Figura 13.

A relacdo entre a area superficial do p6 e a area superficial do fruto desidratado é de
3,6, isto quer dizer que pelo processamento de moagem, aumentou em 3,6 vezes a area
superficial de contato entre o solvente (etanol 60 %) e o soluto (fruto de vitex moido),

lembrando que quanto maior a area de contato, maior o rendimento de extragéo.

Também foi determinada a composicdo centesimal do fruto em duplicata, a Tabela 5

apresenta os resultados.

Tabela 5. Composi¢do centesimal dos frutos de vitex (Vitex agnus castus L).

Anélise Resultado em % em base seca
Matéria seca 91,19 £ 0,02
Cinzas 4,38 + 0,03
Proteina bruta 10,3£0,3
Fibra bruta 49,47 + 0,08
Lipideos 5,52 +0,01
Carboidratos 30,3+0,4

Fonte: prépria autoria.

Observa-se que os frutos de vitex por estarem desidratados contém um alto teor de
matéria seca e sao ricos em fibras e carboidratos, apresentando um teor médio de proteinas e
baixo de lipideos. Em geral pode ser considerado um fruto interessante para aplicacdo, pelo
seu o alto teor de fibras. Na literatura ndo foi possivel encontrar nenhum trabalho que tenha

determinado a composicao centesimal dos frutos de vitex para efeito de comparagéo.

6.2. Determinacdo das melhores condigdes de extracdo

Os extratos dos frutos de vitex obtidos a partir da maceragdo com diferentes solventes

hidroalcodlicos sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14. Extratos obtidos dos frutos de Vitex moidos, obtidos com diferentes solventes

hidroalcodlicos (10-99,5 % de etanol).

Fonte: propria autoria.

Os extratos apresentaram coloracdo castanho-esverdeada com diferentes tons

dependendo do solvente utilizado.

Os teores dos compostos fendlicos totais, a constante dielétrica, a viscosidade

dindmica e a densidade para cada solvente hidroalcodlico estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Teor de compostos fendlicos dos extratos obtidos com solventes hidroalco6licos
com 10-99,5 % de etanol, extraidos a 45 °C por 1 hora e a constante dielétrica, viscosidade

dinamica e densidade de cada solvente.

Solvente Teor de Compostos Constante Viscosidade Densidade
(% etanol) fendlicos (mg Dielétrica (a 45 dindmica (mPA.s) (a (g/cm3) (a 45 °C)
EAG/mL extrato) °C) 45 °C)

10 0,51 +0,01° 66.66 0,881 + 0,009 " 0,9723 + 0,0001"
20 0,57 + 0,03%¢ 61.86 1,046 + 0,007 0,9566 + 0,0004"®
30 0,60 + 0,038 56.91 1,19 + 0,02 ° 0,9386 + 0,0001E¢
40 0,68 + 0,02* 52.11 1,295 + 0,001 B¢ 0,9193 + 0,0004 &€
50 0,66 + 0,04"® 47,21 1,331+ 0,003 # 0,8973 + 0,0001 B¢
60 0,62 + 0,04"® 42,43 1,320 + 0,003 ® 0,8738 + 0,0001 B¢
70 0,58 + 0,035%¢ 37,52 1,286 + 0,001 © 0,8 +0,1°
80 0,49 + 0,03¢ 32,72 1,133+ 0,001 0,8246 + 0,00025¢P
90 0,37 +0,03° 27,84 1,0015 + 0,0005° 0,8003 + 0,0001°P

99,5 0,26 + 0,01F 22,97 0,835+ 0,004 ' 0,7727 + 0,0001°

*Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma coluna diferem significativamente entre

si (p<0,05).
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Observa-se aumento no teor de compostos fenolicos nos extratos & medida que a
concentracdo de etanol aumentava, até quantidades intermediérias (40%), apos isso, havia
diminuicdo no teor dos compostos fenolicos. As solucBes aquosas de etanol em concentracfes
intermediarias entre 30 e 60 % de etanol, apresentaram o0s maiores valores de teor de
compostos fenolicos totais e ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste de médias de
Tukey (p<0,05). A Figura 15 ilustra o comportamento da extracdo dos compostos fenolicos
com diferentes solventes hidroalcoolicos.

Figura 15. Teor de compostos fendlicos extraidos com diferentes solventes
hidroacodlicos.

Fonte: propria autoria.

Cacace e Mazza (2003) observaram comportamento similar quando estudaram a
extracdo de compostos fendlicos da groselha preta. Esses autores observaram que 0
coeficiente de difusdo e, portanto, a difusividade dos compostos fendlicos, aumentou com o
aumento da concentracdo de etanol no intervalo de 39 até 67%, no entanto, quando a
concentracéo de etanol foi mais elevada (67 — 95%) foi observada uma diminuicéo.

De maneira geral, pode se considerar que o processo de extracdo de um soluto de
uma matriz solida por meio de solventes se da através de duas etapas, uma etapa inicial e
rapida de lavagem, através da qual os solutos superficiais sdo removidos, seguida de uma
etapa mais lenta na qual predomina o processo de difusdo do soluto para a superficie da
matris, atingindo a situacdo de equilibrio na qual 0 maximo rendimento de extragdo nas
condicBes de processo é obtido (AGUILERA, 2003). A etapa de difusdo dos fendlicos é
dependente da solubilidade destes compostos no solvente, que é consequéncia da polaridade

do mesmo e, também, da viscosidade do solvente e da solucdo extrato (AGUILERA, 2003).
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A variagdo na quantidade de etanol nos solventes hidroalcodlicos implica em
variacdo na polaridade dos mesmos, sendo observada uma diminuicdo da constante dielétrica
a medida que a % de etanol aumenta na Tabela 6. Também se observa na Tabela 6, que a
viscosidade dinamica apresentou um platé correspondente as solucgdes etanolicas entre 40 e 70
%, coincidindo com o platd da extracdo dos compostos fendlicos. Assim, nota-se que no caso
da extracdo dos compostos fendlicos dos frutos de vitex, nas condigdes testadas, a viscosidade
dindmica do solvente teve maior influencia.

Em relacdo a densidade, observa-se que os solventes na faixa de 10-60 % de etanol
ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05), no entanto, a tendéncia foi dos valores
desse parametro diminuirem com o aumento da concentracdo de etanol na solucdo
hidroalcodlica. Desta forma, pode-se inferir que solucgdes hidroalcodlicas com 30 a 60% de
etanol apresentam polaridade e propriedades fisicas, em termos de viscosidade dindmica e
densidade, que maximizam a extracdo de compostos fendlicos.

Normalmente decide-se trabalhar com o solvente com menor concentragdo de
etanol por razBes econdmicas e de rendimento, no entanto, a Agéncia de Medicina Europeia
(EMA) (2010) estabeleceu que os fitoterapicos dos frutos de vitex devem ser extraidos a partir
de solvente hidroalcodlicos com 60 % (m/m) etanol, assim, com a finalidade de que o extrato
preparado esteja dentro do estabelecido pela EMA, optou-se por utilizar o solvente com 60 %
de etanol (m/m) o qual, de acordo com a Tabela 6, apresenta teor de 0,62 £ 0,04 mg EAG/mL
extrato.

Uma vez determinado o solvente, foi avaliada a cinética de extracdo em trés
temperaturas, os resultados estdo apresentados na Figura 16. A fim de entender melhor a
diferenga na extracdo nessas trés condigdes, para o solvente 60% etanol, foram determinadas a
constante dielétrica, a viscosidade dindmica e a densidade nas trés temperaturas de extracédo

estudadas, os resultados estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7. Constante dielétrica, viscosidade dindmica e densidade da solugdo 60% de etanol nas

condic¢des estudadas da cinética de extracao.

Temperatura de Constante Viscosidade Densidade
extrac¢io ("C) Dielétrica dinamica (mPA.Ss) (g/cm3)
25 45,45 2,324 + 0,004" 0,8935 + 0,0001"
45 42,43 1,320 + 0,003® 0,8738 + 0,00015
60 39,72 0,917 + 0,005 0,8614 + 0,0001°¢

*Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma coluna diferem

significativamente entre si (p<0,05).

Figura 16. Cinética de extragdo de compostos fenolicos dos frutos de vitex a 25, 45 e 60 °C com
solvente hidroalcodlico 60 % etanol.
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Fonte: propria autoria.

Em relacdo ao efeito da temperatura, tem-se que a solubilidade das substancias

geralmente aumenta com o aumento deste parametro, ou seja, aumenta a taxa de transfusao

dos fendlicos. Assim como, a viscosidade, a densidade e a polaridade do solvente de extracdo

diminuem com o aumento da temperatura (Tabela 7), fazendo com que o coeficiente de

difusdo aumente, ou seja, maior a transferéncia de massa dos compostos fendélicos do interior
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das particulas a solucdo. O efeito da temperatura teve o resultado esperado, como mostrado
nos resultados apresentados na Figura 15, ou seja, quanto maior a temperatura de processo,
maior o teor de fenolicos extraido.

Observa-se que, de maneira geral, para as trés condi¢cdes de temperatura avaliadas,
a condicdo de equilibrio foi alcangada ap6s 12 horas de extracdo. Assim, determinou-se que a
condigdo Gtima para obtencdo de extrato mais concentrado em compostos fendlicos foi de 60
°C por 12 horas.

N&o foi encontrado nenhum estudo de otimizacdo de extracdo de fendlicos dos
frutos de vitex na literatura, no entanto, o estudo de Latoui et al. (2012) analisou a extragéo
por maceracdo com metanol e etanol como solventes (30 - 360 minutos, a temperatura
ambiente) dos compostos fendlicos das folhas, sementes e raizes de vitex; como ndo
analisaram do fruto, ndo foi possivel uma comparacdo. Ja o estudo de Cujic et al. (2016)
otimizou a extracdo dos compostos fendlicos dos frutos da arnia (Aronia melanocarpa L.)
por maceragéo, neste caso foi estudado apenas o tempo (0,25 - 18h) sendo observado que a
condicdo de equilibrio foi alcangada com 1,3 h. Ja no estudo de Dvorackova et al. (2015) foi
otimizada a extracdo dos compostos fendlicos da canela, sendo estudada a influéncia da
temperatura (50, 80 e 110 °C). Neste trabalho, a menor temperatura (50 °C) mostrou ser a
mais efetiva, sendo esta observacdo decorrente de uma possivel degradacdo dos compostos

fendlicos a temperaturas elevadas.

6.2.1. Obtencédo do extrato concentrado nas condic¢Ges otimizadas

O extrato otimizado foi preparado da seguinte forma: razdo solido-solvente 1,5:10;
solvente: solucgdo etandlica 60 % (m/m), bindmio tempo-temperatura de 12h-60 °C e sob
agitacdo mecanica constante. Apés a extracdo, a mistura foi centrifugada a 4 °C por 5 min a
2935 g e 0 sobrenadante (extrato etandlico) foi coletado.

O extrato etanélico foi concentrado em rota-evaporador a 45 °C até a evaporagéo total
do etanol (reducdo de 60% do volume inicial aproximadamente por 30 min). Mesmo apos
essa primeira etapa de concentracgdo, o teor de sélidos totais presentes no extrato aquoso ainda
era baixo, desta forma, a fim de aumentar o teor de solidos totais, 0 extrato foi concentrado
novamente a 45 °C até reduzir 50% do volume, aproximadamente por 45 min, em outras
palavras 20% do extrato etandlico. A Figura 17 mostra 0s extratos etandlico, aquoso e
concentrado diluidos (0,1 mg/mL), respectivamente.
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Figura 17. Extratos etandlico, aquoso e concentrado dos frutos de vitex obtidos a 60 °C
por 12 horas (0,1 mg/mL).

Etandlico Aquoso

Concentrado

Fonte: propria autoria.

6.3. Caracterizagao dos extratos liquidos e liofilizado

6.3.1. Caracterizacdo em relacdo ao teor de fendlicos, casticina, umidade, sélidos

totais e pH

Os resultados do teor de fendlicos totais, casticina, umidade, sélidos totais e pH do

extrato etandlico, extrato aquoso (sem etanol) e do extrato concentrado (concentrado 50 % do

extrato aquoso) estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Caracterizacdo dos extratos produzidos em relagdo ao teor de fenolicos,

casticina, umidade, sélidos totais e pH.

Extrato Teor de fendlicos  Teor de casticina  Umidade  Solidos Totais pH
totais (mg EAG/g  (mg casticina/g (g/ 100gem  (g/ 100g em
extrato em BS) extrato em BS) BU) BU)
Etandlico 132+9% 2,162 £0,002" 986+0,4" 1,4 N.A.
AquOoso 105+3° 1,791+0,004®% 96,7+0,5° 3,3 4,95
Concentrado 81+2° 1,295+0,001 ¢ 92,7+0,9° 7,3 4,93
Liofilizado 109+5° 1,111+0,003° 56+04° 94,4 4,92

Fonte: propria autoria. Onde N.A = N&o se aplica; BS = Base seca; BU = Base umida.
*Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma coluna diferem

significativamente entre si (p<0,05).

O extrato etanolico apresentou maior teor de fendlicos totais e casticina, 132 £ 9 mg

EAG/g do extrato em base seca e 2,162 + 0,002 mg casticina/g do extrato em base seca,

respectivamente. Observa-se que a medida que o extrato foi concentrado em rotaevaporador a

45 °C houve perda dos compostos fendlicos. Considerando que o extrato aquoso foi
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submetido ao processo de liofilizacdo e ndo houve diferenga estatistica significativa (p < 0,05)
para os teores de fendlicos totais entre o extrato aquoso e o liofilizado, pode-se concluir que
as perdas ou degradacdo destes compostos ocorreram no processo de concentragdo,
provavelmente devido a exposicdo prolongada do extrato (aproximadamente 30 min para
passar do extrato etandlico para o extrato aquoso e mais 45 min do extrato aquoso para o
extrato concentrado) a temperatura de 45 °C e na presenca de luz.

No caso do teor da casticina, observa-se que houve perda na concentracdo do extrato
etanolico para o extrato aquoso e extrato concentrado, provocada, possivelmente, pela
exposicdo a temperatura de 45 °C e a luz por um tempo prolongado no processo de
concentracdo. No entanto, essa perda foi menor que a ocorrida no processo de liofilizagéo.
Processo demorado (48 h), onde apesar de empregar baixas temperaturas e o material ficar
exposto a baixo teor de oxigénio, este fica exposto a luz e deixa o produto seco bem poroso,
facilitando a sua posterior oxidacdo, podendo ser a casticina mais susceptivel a degradacéo.

Como esperado, o teor de sélidos totais aumentou a medida que o extrato foi
concentrado. Os extratos ndo diferiram em relacdo ao pH, sendo todos estes considerados
pouco acidos em torno de 4,94. O estudo de Friedman e Jurgens (2000) avaliou o efeito do pH
na estabilidade dos compostos fendlicos extraidos de plantas, deve-se ter em consideragdo que
cada composto fendlicos tem sua estrutura quimica especifica e portanto a sua estabilidade, no
entanto, em geral, observa-se que estes compostos ndo sdo estaveis em pH altos. O estudo de
Chen, Kao e Lin (2008) avaliou o efeito do pH nos compostos fendlicos do tubérculo inhame,
o0s resultados mostraram que estes foram mais estaveis em pH de 5, o que poderia sugerir que
0 pH obtido para os extratos de vitex contribui a estabilidade destes compostos.

N&o foi possivel encontrar na literatura estudos que avaliaram o teor de compostos
fenolicos totais e nem casticina presentes em extratos obtidos nas mesmas condicGes de
extracdo empregadas, para efeito de comparacdo. No estudo de Sarikurkcu et al. (2009),
quantificou-se o teor de fenolicos dos extratos obtidos a partir dos frutos de vitex, porém,
como solventes foram empregados dgua e metanol, e os resultados foram 112,46 + 1,22 e
46,50 = 1,39 mg EAG/ g extrato em base seca, respectivamente. Assim, nota-se que o extrato
obtido teve um teor de fendlicos na mesma faixa do que os extratos obtidos por Sarikurkcu et
al. (2009). A diferenca na extracdo se da basicamente pela polaridade do solvente empregado,
do método utilizado e das condigdes deste. No caso de Sarikurkcu et al. (2009) trabalharam
com extragdo por Soxhlet por 5 horas com 250 mL do solvente. Uma comparacdo direta é

impossibilitada pelas diferencas nas condigdes de extracdo, no entanto, pode se concluir que o
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teor de fenolicos obtidos pela maceracdo por 12 h a 60 °C foi satisfatorio e dentro do
esperado.

Cossuta et al. (2008) realizaram extracdo dos frutos de vitex por Soxhlet com hexano
e etanol 96% como solvente, o teor de casticina nesses extratos foram de 247,50 e 225,00 mg
de composto ativo 100 g base seca, respectivamente. Apesar das técnicas adotadas para
extracdo diferirem, o que torna dificil a comparagdo, o teor de casticina obtido neste trabalho
se assemelha ao reportado por Cossuta et al. (2008), indicando que o resultado obtido esta

dentro do esperado.

6.3.2. Atividade antioxidante dos extratos liquidos e liofilizado

O extrato seco por liofilizagdo, o concentrado e 0 aquoso foram analisados em relacéo
a sua atividade antioxidante pelos métodos DPPH e FRAP e os resultados estdo apresentados
na Tabela 9.

Tabela 9. Atividade antioxidante do extrato aquoso, concentrado e liofilizado de vitex
pelos métodos DPPH e FRAP expressos em base seca.

Amostra DPPH DPPH (pmol eq. de FRAP (pmol eq.
(% de inibicao) trolox/g de extrato de trolox/ g de
em Bs) extrato em Bs)
Extrato aquoso 27 +1° 346 +19° 233+10°
Extrato concentrado 43,7 +0,5° 1664 + 18 # 1840 £ 64 °
Extrato liofilizado 25+ 3" 831+98° 368 +11°

Os valores obtidos para a porcentagem de inibicdo do método DPPH foram obtidos para solugBes com as
seguintes concentracBes: ! 8,34 pg extrato liofilizado/ mL; 2 625 pg extrato aquoso/ mL; ® 263 g extrato
concentrado/ mL. Bs = base seca. Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Diferentes letras na mesma coluna
diferem significativamente entre si (p<0,05).

O extrato concentrado apresentou maior atividade antioxidante nos dois métodos
testados, seguido pelo extrato liofilizado e por Gltimo o extrato aquoso. Estes dados ndo
coincidem com a relacdo dos compostos fendlicos dos extratos, podem ser atribuidos a
presenca de outros compostos com capacidade antioxidante que ndo sejam fendlicos ou
também que durante a concentragdo ou secagem ocorreu perda de compostos fenolicos que
tinham menor capacidade antioxidante, concentrando desta forma compostos fendlicos com

alto poder antioxidante.

Comparando os dois métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante, observa-

se que os valores das atividades antioxidantes dos extratos aquoso e concentrado tem a mesma
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magnitude, no entanto, nota-se uma diferenca para o extrato liofilizado. Essa diferenca pode
ser decorrente aos fundamentos de cada método. O método DPPH determina a capacidade das
moléculas em doar atomos de hidrogénio ao radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (coloracéo
roxa) convertendo-o em 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazine (com descoloracdo), assim o grau de
descoloracdo indica a atividade antioxidante da amostra (Blois, 1958). J& o método FRAP
avalia o poder dos antioxidantes em reduzir o complexo FE(II/tripiridiltriazina (TPTZ) a
sua forma ferrosa. Podendo haver prevalecido no material em aprego compostos antioxidantes
com maior capacidade de doar atomos de hidrogénio ao radical 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
do que reduzir o complexo FE(III).

Na literatura ndo foi possivel encontrar a atividade antioxidante do extrato liofilizado
do fruto de vitex, no entanto, encontrou-se a atividade antioxidante de extratos feitos a partir
do fruto, porém extraidos com diferentes solventes, o que dificulta a comparacdo com o0s
resultados obtidos nesse trabalho. Sarikurkcu et al. (2009) obtiveram um extrato dos frutos de
vitex com metanol e &gua como solventes por Soxlhet e determinaram a atividade
antioxidante pela capacidade de sequestro DPPH de solucBes dos extratos em uma
concentracdo de 1mg/mL,; a porcentagem de descoloracdo nessa concentracdo foi de 82,72 +
0,07 % e 46,65 * 0,62 %, respectivamente. A fim de comparar os resultados de Sarikurkcu et
al. (2009) com os obtidos neste trabalho, os resultados da atividade antioxidante também
foram expressos pela porcentagem de descoloracdo, apesar de ndo ser muito comum, pois a
porcentagem de descoloracdo depende diretamente da concentracdo utilizada. Embora 0s
resultados nesse trabalho sejam menores do que os obtidos por Sarikurkcu et al. (2009), como
foram obtidos de solu¢Ges com concentragbes menores, pode-se dizer que todos 0s extratos
apresentaram maior atividade antioxidante. Aslantiirk e Celik (2013) obtiveram um extrato
dos frutos de vitex ap6s uma extracdo sequencial por Soxlhet com varios solventes em ordem
crescente da polaridade, sendo que 87,60 pg/mL € a concentragdo necessaria do extrato para
inibir 50% da capacidade sequestro DPPH (ICsp). Estes resultados ndo podem ser comparados
aos obtidos neste trabalho porque ndo foram obtidos pelo mesmo método de extracdo e os
resultados estdo expressos de diferente forma, no entanto, quando observada a porcentagem
de descoloragdo do extrato concentrado de vitex obtido (43,7 %), em uma concentracdo de
263 pg extrato concentrado/ mL, percebe-se que a ICsp do mesmo seria em torno de 3 vezes
maior a obtida por Aslantirk e Celik (2013). Levando em consideracdo que no estudo de
Aslantiirk e Celik (2013) foi possivel a extracdo praticamente total de todos 0os compostos
fenolicos, ja que foram utilizados solventes com diferentes polaridades, pode-se concluir que

0s extratos obtidos neste trabalho apresentam atividade antioxidante satisfatoria.
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O estudo de Kuskoski et al. (2005) avaliaram a atividade antioxidante de frutas por
varios metodos, dentre esses métodos avaliaram por DPPH com 30 minutos de reacéo e
expressaram os dados em atividade antioxidante equivalente ao trolox (umol eq Trolox / g de
amostra). Dentre as frutas avaliadas a acerola e a manga apresentaram maior atividade
antioxidante, 53,2 + 5,3 e 12,9 + 0,2 pumol eq Trolox / g de amostra, respectivamente.
Considerando que os extratos aquoso e concentrado dos frutos de vitex tiveram atividades
antioxidantes pelo método DPPH de 30,6 + 0,3 e 11,4 £ 0,4 umol eq Trolox / g de amostra
(dados ndo apresentados na Tabela 9), respectivamente, pode-se concluir que o extrato obtido

apresenta uma alta atividade antioxidante.

6.3.3. Atividade antibacteriana “in vitro” dos extratos liquidos e liofilizado

No screening o extrato etandlico apresentou halo inibitério (HI) para todas as
bactérias, o extrato concentrado apenas para a E. coli e L. monocytogenes, contudo, o extrato
liofilizado (0,204 g/mL) ndo apresentou atividade antimicrobiana para nenhuma das bactérias
testadas. Os didmetros das zonas de inibicdo estdo apresentados na Tabela 10. Das amostras
que apresentaram zona de inibicdo foram determinadas as concentra¢cbes minimas inibitoria
(CMI) e bactericida (CMB), sendo que os resultados também se apresentam na Tabela 6.
Ressalta-se que foi realizado um branco com etanol 60%, o qual ndo apresentou HI, portanto
nem CMI ou CMB.

Tabela 10. Halo de inibicdo (HI), concentracdo minima inibitéria (CMI) e concentracao
minima bactericida (CMB) contra as bactérias testadas utilizando o extrato etandlico e extrato
liofilizado (0,204 g/mL) das frutas de Vitex agnus castus L.

Extrato Bactéria HI (mm) CMI(uL/mL) CMB(pL/mL)
Etanolico S. aureus 9+0,1 mm© 250 --

L. monocytogenes 11 +0,2 mm® 125 250

E. coli 12+0,1 mm* - -

S. enteritidis 9+0,1 mm° 250 --
Concentrado L. monocytogenes 9+0,1 mm° 125 250

E. coli 10 + 0,1 mm® 250 --
*Média + desvio padrdo (n = 3 replicatas). Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras (p < 0.05). Simbolo ‘--*¢ indica que ndo foram detectadas as CMI e/ou CMB na concentragéo
testada.

Na Tabela 10 pode se observar que o HI para a E. coli do extrato etandlico foi
significativamente (p<0,05) maior que das outras bactérias pelo teste Tukey, sendo portanto
inesperado que este extrato ndo apresente CMI nem CMB, O que deve ter ocorrido em razdo

da diluicdo que ocorre durante o experimento, na microplaca, pois na primeira linha ao
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misturar o extrato com o caldo BHI inoculado ocorre uma dilui¢do (1:1), logo a concentragédo
do extrato reduz 50%.

O extrato etandlico apresentou atividade antimicrobiana para todas as bactérias
testadas, porém parte dessa atividade foi perdida durante o processo de concentracdo, ja que o
extrato concentrado apresentou essa atividade apenas L. monocytogenes e E. coli.
Possivelmente houve perda por volatilizagdo ou mesmo degradagdo de um ou mais compostos
responsaveis por esta atividade durante este processo.

No que diz respeito ao extrato que foi liofilizado, como foi obtido a partir do
concentrado, ja ndo se esperava que tivesse atividade antibacteriana contra S. aureus e S.
enteritidis, contudo, esse ndo apresentou essa atividade para nenhuma das bactérias testadas.
Este resultado negativo pode ser atribuido também a degradacdo de um ou mais compostos
responsaveis por essa atividade, durante o processo de liofilizacdo, pois, apesar desse
processo ndo empregar altas temperaturas, o tempo de exposicdo das amostras a luz foi
relativamente longo, de 48 h. Essa exposicdo também pode ter deflagrado a oxidacdo de
algum composto que tinha acdo antibacteriana; outra hipdtese é que a concentracdo testada,
0,204 g/mL, ndo tenha sido suficiente para demonstrar atividade antibacteriana. Cabe ressaltar
que a alta viscosidade da solugdo ndo permitiu 0 aumento de sua concentracéo.

Portanto, os extratos analisados dos frutos de vitex ndo apresentaram uma atividade
antibacteriana muito promissora, porém seria interessante avaliar a sua atividade antifungica.
Neste contexto, Azizuddin et al. (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana da casticina,
composto principal do extrato etandlico das frutas de vitex (Tabela 11) e mostraram que esse

fendlico ndo apresenta atividade antibacteriana, mas antifangica.

Néo foi possivel encontrar um trabalho que tenha avaliado a atividade antibacteriana
do extrato etandlico, aquoso ou liofilizado do fruto de vitex. Porém, Maltas et al. (2010)
avaliaram a atividade antibacteriana e antifingica do extrato metandlico das folhas de vitex
contra 7 bactérias e 1 levedura, 0 extrato apenas apresentou atividade contra a levedura.
Azizuddin et al. (2011) prepararam extrato metanolico das partes aéreas da planta de vitex e
obtiveram efeito antibacteriano apenas para a Salmonella typhi (Z1 = 12,5mm). J& Stojkovic et
al. (2011) e Ghannadi et al. (2012) avaliaram a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
extraidos dos frutos, folhas, e das sementes de Vitex agnus castus L., respectivamente, foi
observado efeito antimicrobiano para varias bactérias e fungos testados, sendo os
componentes 1,8-Pineole e a-Pinene os principais responsaveis por esta atividade (Stojkovic
etal., 2011).
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6.3.4. Confirmacao da presenca de casticina no extrato otimizado

A Figura 18 mostra a fragmentagdo do ion molecular 375 [MH'] do padrdo de
casticina (Figura 18A) e da fracdo coletada correspondente a casticina do extrato concentrado
dos frutos de vitex (Figura 18B) obtida por espectrometria de massas.

Figura 18. Espectro de massas obtidos por LC/MS/MS do ion molecular 375 [MH+] do

padréo de casticina (A) e da frac@o coletada do extrato concentrado dos frutos de vitex (Vitex
agnus castus L.) (B).
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Como € possivel observar comparando ambos espectros de massas, as fragmentacdes
do fon molecular 375 [MH"] do padrio e da fragcdo coletada sdo muito similares, portanto,
pode-se confirmar que a fracdo coletada tem majoritariamente casticina. Logo, a quantificacéo
da casticina foi realizada seguindo a metodologia proposta por Hoberg, Meier e Sticher
(2001) com modificagdes.

Hoberg et al. (2001) desenvolveram um método para quantificar a casticina por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e utilizaram a espectrometria de massas para validar o
método. Huang et al. (2015) desenvolveram um método de identificacdo dos compostos
fenolicos em extratos de Vitex negundo L. por cromatografia liquida de alta eficiéncia
combinada com espectrometria de massa com analisador quadrupolo. O estudo de Mari et al.
(2012) validou o método analitico para determinar marcadores do extrato hidroalcélico dos
frutos de vitex por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um electrospray de
ionizacdo linear e detector de espectrometria de massa de multi coliséo. Foi verificado que os
dados obtidos da fragmentacdo da casticina no presente trabalho foram similares aos obtidos
por Hoberg et al. (2001), Huang et al. (2015) e Mari et al. (2012).
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6.3.5. Perfil cromatografico do extrato otimizado

A Figura 19 mostra o cromatograma obtido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia a partir da metodologia proposta por Fukahori et al. (2014) para os compostos
fendlicos. Foram coletadas cinco fragbes correspondentes aos picos 1-5, as identificacdes
destas fracdes podem ser encontradas na Tabela 11, assim como a area relativa dos picos, 0s
principais ions moleculares e suas fragmentacdes obtidas por espectrometria de massas. As
fracbes correspondentes aos picos 1-3 (acido protocatecuico, acido p- hidroxibenzoico e
agnusideo, respectivamente) foram identificadas comparando os resultados do espectro de
massas com dados disponiveis na literatura em relacdo massa e carga dos compostos. A fracao
correspondente ao pico 4 (composto desconhecido) obteve dados em relacdo a massa/carga do
ion molecular presente em maior quantidade similar a um composto desconhecido encontrado
no trabalho de Mari et al. (2015). A fracdo correspondente ao pico 5 foi positivamente
identificada atraves da comparacdo com padrdo externo, sendo a casticina. Em comparacgédo
com o0s compostos encontrados por Fukahori et al. (2014) (metodologia de referéncia) trés

compostos foram iguais: o acido p-hidroxibenzoico, agnusideo e casticina.

Figura 19. Cromatograma caracteristico dos compostos fenolicos do extrato dos frutos de
vitex obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos em
256 nm.
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Fonte: propria autoria.
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Tabela 11. Identificacdo dos principais compostos fendlicos presentes no extrato de vitex (Vitex agnus castus L..).

Tempo de MS/MS
[M-H]* [M-HT MS/MS
Pico retencéo Substancias* (fons negativos)
(m/z) (m/z) (fons positivos) (M/z)
(min) (m/z)
1 14,7 Acido protocatecuico * - 154 - 139, 110, 109, 93, 82
2 20,8 4cido p-hidroxibenzoico * - 137 - 93
. 23 303, 285, 241, 165,
3 41,8 Agnusideo” - 465 -
137, 136, 101
451, 375, 357, 281,
4 46,6 Desconhecido® - 495 - 239, 213, 179, 151,
137, 125, 107, 93
- 359, 317, 299, 271,
5 77,5 Casticina* 375 - -

217,151

* A substancia correspondente ao pico 5 foi positivamente identificadas através da comparacdo com padrdo externo. Os outros compostos foram
aproximadamente identificados através da comparagdo dos valores dos quadrupolos Q1 e Q3, da analise por espectrometria de massas, com dados disponiveis na
literatura. (-) ndo detectado.'Comparado com Huang et al. (2015). 2 Comparado com Mathon et al. (2013) * Comparado com Mari et al. (2015). * Similar ao
composto também desconhecido encontrado por Mari et al. (2015). Os ions marcados em negrita correspondem ao fragmento mais abundante.
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O é&cido protocatecuico é considerado um orto-difenol e tem alta atividade antioxidante
comparada a seu respectivo monofenol &cido p- Hidroxobenzoico, sendo um dos &acidos-
fenolicos com maior eficiéncia antioxidante (CUVELIER, RICHARD & BERSET, 1992), a
sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 20. Ainda, o &cido protocatecuico extraido
do Hibiscus subdariffa L apresentou efeitos protetores contra citotoxicidade e genotoxicidade
de hepatdcitos induzidos por t-BHP, que foram associados a sua atividade antioxidante (Tseng
etal., 1995).

Figura 20. Estrutura quimica do acido protocatecuico

O OH
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Fonte: Pubchem, 2016.
O é&cido p-Hidroxibenzoico, a sua estrutura quimica pode ser observada na Figura 21,

incluido no grupo de parabenos, pode ndo ter uma atividade antioxidante muito alta, porém é
utilizado em alimentos, medicamentos e especialmente em cosméticos em razdo de sua alta
atividade antimicrobiana, especialmente fungos e bactérias gram-positivas, sendo utilizado
desde 1924 (AALTO; FIRMAN; RIGLER, 1953; SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005). O
uso de parabenos como conservantes tem sido questionado devido a possivel risco de cancer
de mamas, no entanto, ainda ndo foi comprovado (NASCIMENTO; RAFFIN; GUTERRES,
2004). O trabalho de Soni, Carabin e Burdock (2005) avaliou criticamente a toxicidade dos
parabenos considerando os estudos disponiveis e concluiram que os parabenos sdo a histéria
de sucesso de conservantes, avaliacdes de um possivel risco reprodutivo e sugestdo de

envolvimento potencial de cancer de mama sdo equivocas.

Figura 21. Estutura quimica do acido p-Hidroxibenzoico.
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Fonte: Pubchem, 2016.
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O agnusideo e a casticina sdo marcadores quimicos da espécie Vitex, as suas estruturas
quimicas podem ser visualizadas na Figura 22. O glicosideo iridoide agnusideo tem alta
atividade antioxidante, com ICso de 25 pg/mL para o metodo DPPH (AROKIYARAJ et al.,
2012). O estudo de Arokiyaraj et al. (2012) concluiu que o agnusideo mostrou ser
significativo na eliminacdo de radicais livres e no efeito citotdxico, sugerindo que este pode
possuir um bom valor terapéutico. A casticina € interessante por ser um composto com
potencial anti-tumor e ter efeito citotoxico (SHAKIR; AWAD, 2013).

Figura 22. Estrutura quimica A) casticina e B) agnusideo.

Fonte: Pubchem, 2016.
Além disso, destacam-se 0 agnusideo e a casticina na espécie Vitex, pois os estudos

atribuem a esses compostos, dentre outros, a funcdo de combater ou atenuar os sintomas da
tensdo pré-menstrual (TPM), ou seja, sdo 0s compostos de maior interesse para a utilizacdo do
extrato dos frutos de Vitex agnus castus L. como ingrediente funcional anti-TPM.

O estudo de Hu et al. (2007a) avaliou a atividade estrogénica do extrato etanolico das
frutas de Vitex rotundifolia e de 4 constituintes principais (casticina, luteolina, rotundifuran e
agnusideo), este estudo concluiu que Vitex rotundifolia e seus componentes apresentaram
atividade estrogénica, ou seja, podem ter efeito na regulagem hormonal, diminuindo os
sintomas da TPM, principalmente os componentes rotundifuran e agnusideo. Em outro
estudo desse grupo de pesquisa (HU et al., 2007b) avaliaram a atividade anti-nociceptivo e
anti-hiperprolactinemia de constituentes das frutas de Vitex rotundifolia, os resultados
mostraram que a casticina tem propriedades analgésicas e anti-hiperprolactinemias, indicando
que a casticina tem efeito, muito provavelmente, na reducdo dos sintomas da TPM. Ja o
estudo de Webster et al. (2010) trabalhou com os frutos de Vitex agnus castus L. e verificou
que a casticina tem a capacidade de se ligar e assim ativar o receptor J&-opioide,

consequentemente, inibir a liberacdo da prolactina, dessa forma, regular os sintomas da TPM.
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6.4. Encapsulagdo/Secagem

6.4.1. Processos de secagem do extrato liquido e retencdo dos compostos bioativos

O extrato concentrado dos frutos de vitex foi seco por spray drying com trés
concentragOes de carreador goma arabica (5, 10 e 15 % m/m) e duas temperaturas de ar de
entrada (130 e 160 °C), a Figura 23 mostra os 6 tratamentos.

Figura 23. Aparéncia dos pds obtidos por spray drying com goma arabica.

Onde, T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a
130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA,
T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA

Pode-se observar na Figura 23 que os pos apresentaram coloracdo castanha, igual ao
extrato, sendo que a medida que a porcentagem de goma arabica aumenta mais claro ficou o
po. Em geral, observa-se que os p6s obtidos a 160 °C sdo mais claros do que os obtidos a
130°C. Nota-se que 0s p0s apresentam as caracteristicas esperadas, com fluidez e presenca de
alguns agregados féceis de separar.

A Figura 24 mostra os p6s obtidos do extrato concentrado de vitex por spray dryer
sem carreador a 130 e 160 °C, neste caso em comparacdo com 0s pos obtidos com carreador

observa-se maior formacéo de agregados, porem, também de facil desagregacao.
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Figura 24. P6s obtidos do extrato concentrado de vitex por spray dryer sem carreador a 130 e 160
°C.

Onde S.130: extrato seco a 130 °C sem adigdo de GA; S.160: extrato seco a 160 °C sem adigdo de GA.

Por outro lado, a Figura 25 apresenta o extrato concentrado de vitex que acabou de ser
liofilizado. Observa-se que este secou no formato de laminas e ficou muito poroso e
higrsocopico, em poucos minutos o extrato liofilizado comecava a absorver umidade do
ambiente e ficava mais escuro e melado, ou seja, o p6 sofria “caking”, 0 que pode ser
percebido nas bordas da placa de petri na Figura 25.

Figura 25. Extrato concentrado de vitex logo ap06s ser liofilizado por 48 horas.

Fonte: propria autoria
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Rendimento dos processos de secagem e retencdo dos compostos fendlicos e casticina
apos a secagem

O rendimento dos processos de secagem aplicados e a retencdo dos compostos
fenolicos e a casticina nos processos de secagem estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Rendimento de processo de secagem, retencdo dos compostos fendlicos e da
casticina do extrato dos frutos de vitex (Vitex agnus castus L.) secos por spray drying e por
liofilizac&o.

Tratamento Rendimento Retencéo dos compostos Retencéao da
de processo (%) fendlicos (%) casticina (%)
T1 68 +2° 79 + 2° 85 + 5™°
T2 67,4 +0,5° 81 + 6° 77 £ 1778
T3 64 + 10° 78 + 188 78 + 1B
T4 68 + 17° 67 +8° 83+1°
T5 48 +3° 81 + 28 80 + 4°
T6 65 +18° 80 + 9° 77 +8°
S. 130 20 +4° 95 + 3* 97 £+ 24
S. 160 19 +3° 84 + 3° 94 + 24
Extrato liofilizado 93 + 1 97 + 2 95 + 24

*Média * desvio padrdo (n = 2 replicadas). Diferentes letras na mesma coluna indicam diferenca significativa
entre as amostras (p < 0.05). Onde, T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5%
de GA; T3: extrato seco a 130 °C com 10% de GA, T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA, T5: extrato seco
a 130 °C com 15% de GA,; T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adigéo
de GA, S.160: extrato seco a 160 °C sem adicdo de GA.

O extrato liquido desidratado por liofilizagdo teve o maior rendimento de processo e
retencdo dos compostos bioativos. O rendimento do processo de secagem diferiu
significativamente (p < 0,05) com os outros tratamentos. Em relacdo a retencdo de fendlicos,
esta foi alta (97%) e ndo apresentou diferenca significativa com o tratamento S.130 (95%), ja
para a retencdo da casticina também teve a maior retencdo, ndo apresentando diferenca
sifnificativa (p < 0,05) com os tratamentos secos em spray-dryer sem carreador (S.130 e
S.160) ou com 5% de GA (T1 e T2). O extrato liquido seco por liofilizacdo apresenta,
portanto, grandes vantagens em relacdo ao rendimento de processo e retengcdo dos compostos
bioativos, provavelmente devido a se tratar de um processo que ndo emprega altas
temperaturas, sendo a sua principal desvantagem a demora do processo (48 h).

Os processos de secagem pelo spray-dryer sem a utilizacdo de carreador (S.130 e
S.160) apresentaram rendimentos de processo muito baixos, provavelmente devido a queima
das particulas na parede do equipamento pela falta de protecdo do carreador, levando a grande
perda do material. No entanto, em relacdo a retencdo dos compostos fendlicos estes valores
foram altos (80 — 95 %), observando-se diferenca significativa (p < 0,05) na temperatura de ar
de entrada, sendo que a temperatura maior (160 °C) teve uma retengdo menor, efeito esperado,

pois geralmente os compostos fenolicos sdo susceptiveis as altas temperaturas. Contudo,
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parece que o flavonol casticina é resistente as altas temperaturas, pois ndo apresentou
diferenga significativa entre as duas temperaturas de ar de entrada tendo uma retencéo alta (94
- 97 %) nem com o extrato liofilizado (95 %) que ndo emprega altas temperaturas.

Por outro lado, os processos de secagem por spray-dryer onde se utilizou carreador
(T1-T6) nédo diferiram significativamente (p < 0,05) entre si, tanto para o rendimento de
processo quanto para a retengdo de fendlicos e casticina. Obtendo-se valores intermediarios de
rendimento de processo na faixa de 48 - 68 %, retencdo dos compostos fendlicos na faixa de
67 - 81 % e da casticina na faixa de 77 - 85 %, sendo, com excecdo dos tratamentos T1 e T2
para a retengéo da casticina, inferiores ao extrato liofilizado. Em relagdo aos tratamentos sem
carreador apresentaram um rendimento de processo maior, retencdo de fen6licos menor que
S.130 e igual que S.160. J& em relacdo a casticina, os tratamentos com 5% de GA
apresentaram uma retencdo maior, porém nao diferem significativamente com os demais
tratamentos. A menor retencdo dos compostos bioativos pode ser em fungéo da dificuldade de
extrai-los na presenca de goma arabica, por uma possivel complexacao entre 0s compostos.

Em geral, verifica-se que para o processo de secagem pelo spray-dryer a utilizacdo de
agente carreador proporciona um maior rendimento de processo, mais de 3 vezes, por outro
lado, a retencdo dos compostos bioativos € inferior estatisticamente, esta diferenca néo
ultrapassa os 15 %. Visando a producdo de pds do extrato dos frutos vitex para sua posterior
aplicacdo e lembrando que os compostos bioativos além de conferirem gosto amargo e
picante, sao susceptiveis a oxidacdo, 0 emprego do agente carreador é de suma importancia.

Os valores obtidos para o rendimento de processo dos p6s com carreador encontram-se
dentro da faixa esperada em concordancia com os resultados obtidos por Bhusari, Muzaffar e
Kumar (2014), estes autores secaram polpa de tamarindo com 40, 50 e 60 % de GA como
carreador e 180 “C como temperatura de ar de entrada, a faixa de rendimento de processo
obtida foi de 60-70%. Normalmente, a medida que se aumenta a concentracdo do agente
carreador também aumenta o rendimento do processo, devido a uma reducdo na pegosidade
do po e, portanto, uma reducdo no deposito do péd nas paredes da camera de secagem. Tendo
ISSO em mente, em compara¢do com os resultados obtidos por Bhusari, Muzaffar e Kumar
(2014) o rendimento de processo obtido foi alta, pois encontra-se na mesma faixa, porém a
porcentagem de carreador € muito menor, fato que depende também de todas as outras
condicOes de processo. Bernstein e Norefia (2015) secaram 0 extrato rico em antocianinas da
couve roxa por spray-dryer com goma arabica (10 e 15 % (m/v)) e temperatura de ar de
entrada de 140 ¢ 160 °C. Em relagdo a reten¢ao das antocianinas, o tratamento realizado com

10% de goma arabica e 160 °C foi o que teve uma menor retencao (82,86 %), todos os outros
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tratamentos nédo diferiram entre si (p>0,01) e obtiveram rendimentos na faixa de 90,85 —
97,10 %, sendo que o que apresentou maior rendimento foi o tratamento realizado com 15 %
de goma arabica e temperatura de entrada de 140 °C. Estes valores foram maiores que os
obtidos para os fendlicos e casticina, essa diferenca se deve a que 0os compostos bioativos de
cada planta sdo especificos, ndo conseguindo comparar diretamente, ndo havendo trabalhos
publicados que sequem o extrato de vitex pelo spary-dryer, nem outras técnicas. No entanto,
acredita-se que a escolha de agente carreador foi boa, pois o trabalho de Karaca et al. (2015)
que avaliou os efeitos das condicdes de secagem pelo spray-dryer do extrato concentrado de
cerejas acidas (Sour cherries), dentre estes a temperatura de ar de entrada (130 - 150 °C) e
goma arébica, maltodextrina DE6 e DE120 como agentes carreadores, concluiram que 0s pos
obtidos com goma ardbica como agente carreador apresentam um menor rendimento de
processo, porém independentemente das condicdes de processo uma maior protecdo aos
compostos fendlicos, o que é de suma importancia quando se trata de produzir um ingrediente

com potencial funcional.

6.4.2. Efeito das variaveis do processo de atomizacao na estabilidade dos compostos
bioativos

Foram estudadas duas variaveis de processo: a temperatura de entrada do ar de

secagem (130 e 160 °C) e a concentracdo do agente carreador em relagdo ao extrato liquido

(0,5, 10 e 15 % (m/m)). A fim de verificar o efeito destas sobre a estabilidade dos compostos

ativos, foram quantificados os fendlicos totais e a casticina de todos os tratamentos logo apds

a sua producdo, as Tabelas 13 e 14 apresentam os teores dos compostos fendlicos totais e a
casticina dos pos, respectivamente.

Tabela 13. Efeito das variaveis de processo no teor de fendlicos totais (meq AG/ g amostra em
base seca) dos pos obtidos por spray dryer.

Variaveis de 0% degoma 5% degoma 10% degoma 15 % de goma

processo arabica arabica arabica arabica
130 °C 96 + 8 41,7 +£0,2° 32,4 +0,6% 22 £ 1%
160 °C 84 + 1%4 45,4 +0,%° 23+ 2 20,5 +0,7°¢

*Média = desvio padrdo (n = 6 replicadas). Diferentes letras mailsculas na mesma linha e diferentes letras
mindsculas na mesma coluna indica que diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).
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Tabela 14. Efeito das variaveis de processo no teor de casticina (mg/ g amostra em base seca) dos
pés obtidos por spray dryer.

Variaveis de 0% degoma 5% degoma 10% degoma 15 % de goma
processo arabica arabica arabica arabica
130 °C 1,600,048  0,67+0,03"  042+0,02*  0,30+0,02%"
160 °C 3,0+0,1* 0,6 +0,1% 0,45+ 0,02 0,26 +0,01%°

*Média + desvio padrdo (n = 6 replicadas). Diferentes letras mailsculas na mesma linha e diferentes letras
mindsculas na mesma coluna indicam que diferem estatisticamente entre si (p < 0,05).

As variaveis de processo apresentaram efeito na estabilidade dos compostos bioativos.
Os pos obtidos por processos onde se utilizou temperatura de ar de entrada a 130 °C
apresentaram maiores teores de compostos fendlicos em todas as concentracdes empregadas
de carreador, ndo havendo diferengas significativas (p<0,05) quando a porcentagem
adicionada de goma arabica foi de 0 e 15% de GA, porém, quando foi adicionado 5 e 10% de
GA os teores de fenolicos totais mostraram ser maiores estatisticamente (p<0,05). Os
compostos fendlicos sdo sensiveis a altas temperaturas podendo ser degradados por oxidagéo.
Mesmo sendo instantanea a evaporagdo da dgua no processo de secagem pelo spray dryer,
fazendo com que as particulas ndo atinjam altas temperaturas, quanto maior a temperatura de
ar de entrada, maior serd a temperatura da superficie da particula, as quais podem sofrer
perdas dos compostos bioativos, como observado nos resultados.

Observa-se que o flavonoide casticina, mesmo sendo um composto fendlico, tem
pouca sensibilidade a altas temperaturas, pois apenas houve diferenca significativa quando
ndo foi adicionado carreador, sendo a temperatura de ar de entrada maior a que apresentou
quase o dobro de casticina, essa grande diferenca deve ter ocorrido devido a fatores
desconhecidos, no entanto, deve ser levado em conta que o desvio padrdo do tratamento com
temperatura de ar de entrada 160 °C foi mais que o dobro que seu andlogo a 130 °C,
significando que pode ter havido algum problema na analise.

A variagdo na concentracdo do agente carreador teve grande impacto no teor dos
compostos bioativos, sendo que quanto maior a quantidade de carreador adicionado, menor o
teor de composto bioativo no po, devido a diluicdo que ocorre na prépria adicdo do agente
carreador. Portanto, deve-se equilibrar o grau de protecdo do carreador com a quantidade
disponivel do composto bioativo requerido para poder determinar qual concentracdo de
carreador utilizar. Apenas os tratamentos obtidos a 130 °C com adicdo de 5¢ 10 % de GA e a
160 °C com adig@o de 10 e 15 % de GA ndo apresentaram diferenga significativa (p<0,05) no

teor de compostos fenolicos.
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Estes comportamentos séo similares aos observados por Fazaeli et al. (2012) e Souza
et al. (2014), quando avaliaram o efeito de varios parametros de processo do spray dryer em
relacdo ao conteudo de antocianinas de amoras e compostos fendlicos do bagago de vinho,
respectivamente, entre os quais foram a temperatura de ar de entrada (110-150 °C e 130-170
°C) e concentracdo do carreador maltodextrina (8-16 % e 10-30%). Estes autores observaram
que o efeito da concentragdo do carreador (diluicdo) foi mais pronunciado do que a
temperatura de ar de entrada, sendo que quanto menor a concentracdo de carreador utilizada

e/ou menor a temperatura de ar de entrada, maior foi o teor de antocianinas e fendlicos totais.

6.4.3. Estabilidade dos compostos bioativos durante a estocagem

Durante a estocagem dos pds a 25 °C e 38% de umidade relativa, foram quantificados
os teores de fendlicos totais e casticina durante 120 dias de todas as amostras secas
(atomizadas e liofilizadas) e do extrato liquido. As Tabelas 15 e 16 apresentam os valores
obtidos para os compostos fenolicos totais e a casticina das amostras durante a estocagem,
respectivamente. A Tabela 17 apresenta as porcentagens da perda total nas particulas dos

compostos fendlicos apds 60 dias e da casticina apds 120 dias.
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Tabela 15. Quantificacdo de fenolicos totais (mg EAG / g amostra em base seca) durante a estocagem (25 °C e 32,8% UR).

Estocagem em dias
Trata:‘e”to 0 7 15 30 60 90 120
T1 41,7+0,2% 39,8 +0,6°F 40 £ 2°° 39 £ 3% 38 + 1% 50 £ 1% 53 + 177
T2 454+04%® 448408 42 +4°® 45 + 3% 44 + 3 55,3 + 0,7 53,1 +0,2°*
T3 324+0,6%° 31,7+01%%¢ 316+0,19%¢  28+2% 29 + 3%C 35+ 14 40 £ 24
T4 23 +27P 30 + 1°™B¢ 33 + 3%0AB 27 £2°0 28 4 pUefBCD 36 + 1% 37,5+ 0,7°4
T5 22+1™® 23 +1°48 23 + 318 21 +2°® 19+ 2™ 27 + 24 26,7 0,7
T6 205+0,7®%¢ 215+0,7°  205+04%¢ 192+08° 22+1°® 27,9 0,9 28,3+ 0,3%
$.130 96 + 8™ 102 + 9** 100 + 10* 90 + 4% 102 + 6 90 + 6™ 100 + 17
S. 160 84 1% 94 + 4248 84 + 4°° 83 + 2°® 82+ 9°® 91 + 9™ 104 + 34
Liof 109 + 5* 102 + 4% 95 + 7°0A8 94 + 4ABC 69 + 13 79 + 4°5C 87 + 16*4°¢
Ex. conc. 94 + 2"8¢ 86 + 2°C 88 + 7%°C 68 + 2°° 89 + 5%°5¢ 106 + 3 99 + 38

*Meédia £ desvio padrdo (n = 6 replicadas). Diferentes letras minisculas na mesma coluna e diferentes letras maitsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as amostras (p < 0.05). Onde, T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a 130 °C
com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA,; T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130:
extrato seco a 130 °C sem adicdo de GA, S.160: extrato seco a 160 °C sem adicio de GA; Liof: extrato concentrado liofilizado por 48 horas; Extrato conc.: extrato
concentrado de vitex.
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Tabela 16. Quantificacdo da casticina (mg casticina/ g amostra em base seca) durante a estocagem (25 °C e 32,8% UR).

Estocagem em dias

Tratamentos 0 7 15 30 60 90 120

T1 0,67 +£0,03* 0,62 £0,06** 0,61+0,03"* 0,59+0,05"* 0,58+0,04” 0,58+0,03"" 0,57 +0,02"*
T2 06+01"* 056+0,09" 056+0,09* 058009 0601 055+0,09"" 0,57+0,09%
T3 0,42 +0, 02" 0,38+0,02** 0,38+0,02°* 0,40+0,02* 0,39+0,02** 0,39+0,01"" 0,39+0,01"
T4 0,45+ 0,02°* 0,43£0,02* 0,42+0,01" 0,42+0,02 0,43+0,01"" 0,42+0,02"" 0,43+0,01%
T5 0,30 £0,02*4 0,28 +0,01°* 0,27 0,01 0,26 +0,01" 0,30+0,03"* 0,28 +0,03** 0,28 +0,01**
T6 0,26 +0,01** 0,26 +0,01°* 0,26 +0,01™ 0,25+0,01% 0,27 +0,01°* 0,25+0,01** 0,27 £0,01*
S. 130 1,60 +0,04**  12+01°® 131+0,02"™ 1,29+0,01°® 15+01™  157+0,04”™ 1,53+0,04"

S. 160 3001 35+05"" 38+09" 28+03*" 28+01* 26+02*" 21+06%
Liof 21402  121+006"® 11+02°®  10+01® 117+0,08® 1,12+0,03® 1,19+0,05*®
Ex.conc. | 1,51+0,01% 1,47+0,04”™ 12+04" 15+0,1" 1,7 0,2 1,702 1,66+0,03*"

*Meédia £ desvio padrdo (n = 6 replicadas). Diferentes letras mindsculas na mesma coluna e diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as amostras (p < 0.05). Onde, T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a 130 °C
com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA,; T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130:
extrato seco a 130 °C sem adicdo de GA; S.160: extrato seco a 160 °C sem adicdo de GA, Liof: extrato concentrado liofilizado por 48 horas; Ex. conc.: extrato
concentrado de vitex.
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Tabela 17. Porcentagem de perda nas particulas dos compostos fenoélicos e da casticina durante
a estocagem, 60 e 120 dias respectivamente.

Tratamentos Fendlicos (%) Casticina (%)
T1 11,71 14,93
T2 0,76 5,00
T3 1,72 7,14
T4 2,55 4,44
T5 6,19 5,62
T6 7,92 0,33

S130 5,87 3,49
S160 2,49 30,01
Liof 17,85 43,80
EXx. conc. 5,38 0,77

Onde, T1: extrato seco a 130 oC com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 oC com 5% de GA; T3: extrato
seco a 130 oC com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 oC com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 oC com 15%
de GA,; T6: extrato seco a 160 oC com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 oC sem adigdo de GA,; S.160:
extrato seco a 160 oC sem adicdo de GA; Liof: extrato concentrado liofilizado por 48 horas; Ex. conc.: extrato
concentrado de vitex.

Observa-se na Tabela 15 que os pds sem carreador (S.130 e S.160) e o extrato liquido
no inicio apresentaram teores de compostos fenolicos 5 vezes maiores que o0s tratamentos com
15 % de GA e 10%/160 °C, 3 vezes maior que o tratamento 10%/ 130 °C, e 2 vezes maior que
os tratamentos com 5% de GA, sendo a faixa de valores entre 20,6 — 109 mg EAG / g amostra
em base seca (T6 e Liof, respectivamente). Ja no final da estocagem (120 dias) observa-se que
0s pos produzidos sem carreador e o extrato liquido apresentaram teores maiores de fendlicos,
aproximadamente 4, 2,5 e 2 vezes maior que os tratamentos com 15, 10 e 5 % de GA,
respectivamente, sendo a faixa de teor de fendlicos obtida entre 26,7 e 104 mg EAG / g
amostra em base seca (T5 e S.130, respectivamente).

Comparando os teores dos compostos fenolicos das amostras, observa-se que
inicialmente e ao longo do tempo as amostras do extrato liofilizado (109 £ 5 mg EAG / ¢
amostra em base seca), atomizado sem carreador a 130 ¢ 160 °C (96 + 8 ¢ 84+ 1 mg EAG /g
amostra em base seca, respectivamente) ou extrato liquido (94 £ 2 mg EAG / g amostra em
base seca) foram as que apresentaram maior teor de compostos fenolicos, sendo o extrato
liofilizado o que teve maior teor de fendlicos nos tempos 0 e 30 dias, no tempo 7 dias foram
todos os extratos secos sem carreador 0s que apresentaram maior teor, no tempo 30 0s
extratos secos sem carreador e o extrato liquido, nos tempos 60 e 90 dias o extrato liquido e
no final da estocagem (tempo 120 dias) ndo houve diferenca significativa entre os extratos
secos sem carreador e o extrato liquido, variando na faixa de 87 — 104 mg EAG / g amostra

em base seca, sendo estes 0s que apresentaram maior teor de fenolicos.
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Observando o comportamento dos pds produzidos com carreador, nota-se que o efeito
da diluicdo pela concentragdo de carreador utilizada se manteve praticamente durante toda a
estocagem, sendo os pos produzidos com 5% de adicdo de carreador (T1 e T2) os que
apresentaram maior teor de compostos fenolicos (41,7 + 0,2 e 45,4 £ 0,4 mg EAG / g amostra
em base seca, respectivamente), sendo iguais estatisticamente aos tratamentos com 10 % de
GA (T3 e T4) nos tempos 15, 60 e 120 dias. Por outro lado, ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos com 10 e 15 % de GA durante a estocagem, sendo o tratamento T3 (130
°C/ 10 % GA) o qual em alguns tempos apresentou maior teor de fenolicos.

Analisando os tratamentos individuais durante o tempo de estocagem, observa-se que
houve um aumento no teor dos compostos fendlicos para todos os tratamentos no final da
estocagem (tempos 90 e 120 dias), sendo na maioria dos casos maiores do que no tempo
inicial, provavelmente isto ocorreu devido a inevitavel troca de reagente Folin-Ciocalteu,
mesmo sendo realizada uma nova curva de padrdo externo. Observando os valores obtidos no
periodo de 0 a 60 dias, observa-se grande estabilidade de todas as amostras, na maioria ndo
variando significativamente (p<0,05) durante este periodo, sendo o extrato liofilizado que
apresentou maior perda de compostos fendlicos (de 109 £+ 5 a 69 + 13 mg EAG / g amostra
em base seca). A Tabela 17 apresenta as porcentagens das perdas totais dos compostos
fendlicos e foi verificado que com excecdo do tratamento T1 e o Extrato liofilizado as perdas
foram baixas, inferiores a 8%. N&o foi possivel verificar uma relacdo entre a porcentagem de
perda e a concentracdo do agente carreador ou a temperatura de ar de entrada de secagem,
provavelmente devido a que as variacBes nas concentracGes do carreador sdo pequenas. Foi
constatado que a encapsulacdo ndo teve protecdo muito eficiente, pois ndo h& grandes
variagOes entre a perda dos compostos com e sem carreador. Contudo, ressalta-se que a
secagem pelo spray dryer em geral mostrou ser eficiente, pois o extrato liofilizado apresentou
uma perda total de 17,85%.

Os compostos fenolicos sdo susceptiveis a degradacdo por oxidacdo perdendo a sua
bioatividade, assim a protecdo destes compostos € muito importante. Uma das propostas da
encapsulagdo foi a protecdo destes compostos, como foi possivel observar os compostos
fenolicos do extrato dos frutos de vitex foram estaveis em geral, mesmo que ndo foi
diretamente pela encapsulacdo com goma arabica mas sim pelo método de secagem escolhido.
Espera-se que maiores teores de carreador acarretariam em uma maior protecdo, no entanto,
dado que as percam em geral foram menores a 8 % e que a matriz alimenticia pode proteger
também o composto ativo de possiveis degradacdes, verifica-se que os resultados encontram-

se dentro do esperado.
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Em relacéo ao teor de casticina observa-se o efeito da diluicdo devido a concentracdo
de carreador novamente, sendo 0s extratos secos sem carreador e 0 extrato liquido os que
apresentaram maior teor de casticina, variando na faixa de 1,0 — 3,8 mg casticina/ g amostra
em base seca. O extrato atomizado a 160 °C sem carreador (S.160) apresentou maior teor de
casticina em todos os tempos (3,0 £ 0,1a 2,1 + 0,6 8 mg casticina/ g amostra em base seca),
néo variando significativamente (p<0,05) no teor de casticina durante toda a estocagem. Com
excecao do tempo inicial, no qual o extrato liofilizado apresentou maior teor, nos tempos 7,
15, e 120 dias os extratos atomizado a 130 °C, liofilizado e liquido ndo apresentaram
diferenga significativa (p<0,05), ja nos tempos 30, 60 e 90 dias o extrato liofilizado
apresentou menor teor de casticina, sendo este tratamento 0 menos estavel em geral. Os pos
produzidos com carreador apresentaram diferenca significativa (p<0,05) no inicio, sendo 0s
tratamentos T1-T4 os que apresentaram maior teor de casticina (0,42 - 0,67 mg casticina/ g
amostra em base seca), na maioria dos outros tempos ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) no teor de casticina entre os tratamentos.

Analisando a estabilidade da casticina durante o tempo de estocagem para cada
tratamento individual, observa-se que todos os pds atomizados com goma arabica e 0 extrato
liguido foram estaveis para a casticina durante toda a estocagem, ndo havendo diferenca
significativa (p<0,05). O extrato liofilizado sofreu uma perda de casticina do tempo inicial ao
tempo 7 dias de quase 50 %, ndo havendo nos tempos posteriores perdas significativas
(p<0,05). Provavelmente esta instabilidade ocorreu no extrato liofilizado pela alta porosidade
e alto ganho de umidade deste tratamento (dados mostrados posteriormente na analise de
isotermas de sorcdo). O tratamento S.160 sofreu uma leve queda durante todo o tempo de
estocagem variando em alguns tempos estatisticamente, ja o tratamento S.130 sofreu uma
queda e a partir do tempo 60 dias de estocagem aumentou de novo o teor de casticina até
valores iguais estatisticamente (p<0,05) que o inicial, sendo estd flutuacdo proveniente,
provavelmente, de erros na pesagem ou preparo de amostra. A Tabela 17 resume estes
resultados apresentando a perda total da casticina durante os 120 dias de estocagem, é
possivel notar que com exce¢do dos tratemos T1, S160 e o extrato liofilizado, as perdas foram
baixas, sendo estas inferiores a 8 %. No entanto, para os outros tratamentos (T1, S160 e
extrato liofilizado), as perdas foram significativas, variando entre 14 — 30 %, ressalta-se que
esses tratamentos ndo apresentam carreador ou no caso do T1 a porcentagem é a menor (5%),
0 que indica que para a protecdo do flavonol casticina a encapsulagédo por spray dryer foi bem

sucedida e necessaria.
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A estabilidades dos compostos bioativos é especifica de cada composto e matriz, 0s
compostos bioativos do extrato de vitex se mostraram estiveis durante a estocagem, j& os
compostos de bioativos do bagaco de uva de pds produzidos com concentracbes de
maltodextrina como carreador de 10-30 % armazenados nas mesmas condi¢cdes (25 °C e
32,8% UR) durante 120 dias apresentaram porcentagem de perdas variando entre 16,50 e
29,96 %, sendo os p6s produzidos com maior teor de carreador 0s mais estaveis (SOUZA et
al., 2014). Por outro lado, os compostos bioativos da polpa de morango atomizada com
diferentes agentes carreadores (maltodextrina 5DE, maltodextrina 10DE, goma arabica e
capsul®) mostraram ser estaveis a temperatura ambiente por 90 dias (ndo apresentando
diferenca significativa (p<0,05)), sendo que a amostra produzida com goma arédbica
apresentou a maior concentracdo de composto bioativo, indicando que a goma arabica foi o
agente carreador mais adequado para a producdo de polpa de morango em p6 (OLIVEIRA et
al., 2013).

Em conclusdo, pode-se notar que 0s compostos bioativos do extrato dos frutos de vitex
foram estaveis na forma liquida e em pd. O processo de secagem por spray dryer obteve
resultados muito melhores do que a liofilizacdo, possivelmente porque este ultimo deixa o
material mais poroso e portanto mais susceptivel a degradacéo. A secagem em geral facilita o
manuseio, 0 transporte, a aplicacdo e o armazenamento dos produtos. Os resultados
mostraram que a encapsulagdo deste extrato deve ser feita pela maior estabilidade
microbioldgica e facilidade de manuseio dos p6s do que pela protecdo dos compostos
bioativos a degradacéo por oxidacdo, se mantidos os pés nas condicdes de estocagem (25 °C e
32,8% UR). O tratamento T2 (160 °C/ 5 % de GA) apresentou 0s melhores resultados, pois
apresentou bom rendimento de processo e boa retencdo dos compostos fendlicos totais, maior
retencdo de casticina, maiores teores de compostos fendlicos totais e casticina e boa

estabilidade durante todo o tempo de estocagem dos compostos bioativos.

6.4.4. Caracterizacdo dos pés obtidos

A Tabela 18 apresenta os resultados da caracterizagdo dos pos, ou seja, a densidade, a
atividade de agua e a umidade no inicio e ap0s 120 dias dos pos armazenados em ambiente

com umidade controlada (38 % UR), e a higroscopicidade.
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Tabela 18. Caracterizacédo dos pds obtidos pelos processos de secagem em spray-dryer e por liofilizacdo do extrato dos frutos de

vitex (Vitex agnus castus L..).

Tratamento Densidade Atividade de Atividade de Umidade Umidade Higroscopicidade
aparente (g/L) agua (dia 0) agua (dia 120) (%) (dia (%) (dia (g agua
zero) 120) absorvida/100g
amostra)
T1 376 + 16~ 0,30 + 0,017 0,45+0.01°° 41 +0,1° 7,1+0,3 1,4 +0,1°
T2 254 + 89°¢ 0,30 +0,02° 0,44 +0.02°° 34 +0,1%¢ 7,1+0,2% 1,64 + 0,09°
T3 433 + 16° 0,30 +0,01% 0,49 +0.01”%° 49 +02% 7,1+0,1% 3,4+0,2°
T4 193 + 16° 0,29 + 0,035 0,50 +0.01" 45 +0,8%¢ 7,9+0,3" 5,0 + 0,4°
T5 323 + 28° 0,28 +0,02° 0,52+0.01"° 47 +0,7°¢ 8,4 +0,4" 4,1+0,3°
T6 219 + 28° 0,29 +0,077%2 0,54 + 0.01*° 5 + 17B¢ 8,1+ 0.2/ 6+1°
S. 130 -- 0,32 +0,03"® - 5,6 +0,2°® -- 8,5+ 0,7°C
S. 160 -- 0,39 + 0,04" -- 5,9 + 0,28 - 7,9 +0,8%¢
Extrato -- 0,44 +0,01* - 6,3 +0,5" -- 9+ 178
Liofilizado
Goma arabica 492 + 138 -- -- -- -- 10 + 1°

*Meédia £ desvio padrdo (n = 6 replicadas). Diferentes letras mindsculas na mesma coluna e diferentes letras maidsculas na mesma linha indicam diferenca
significativa entre as amostras (p < 0.05). Simbolo “—* significa que n&o foi possivel realizar a determinagéo dessa amostra. Onde, T1: extrato seco a 130 °C com
5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a 130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a
130 °C com 15% de GA; T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA, S.130: extrato seco a 130 °C sem adicéo de GA,; S.160: extrato seco a 160 °C sem adicéo de

GA.
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Densidade

Os valores de densidade dos poOs obtidos por spray-dryer com agente carreador
variaram entre 193 e 433 g/L, e estdo em concordancia com os obtidos por Fernandes, Borges
e Botrel (2013), os quais encapsularam 6leo essencial de alecrim com concentracdo de GA
10-30% e temperatura de entrada de 135 e 195 °C.

Em relacdo a densidade aparente, pode se observar que a quantidade de goma arabica
adicionada ndo teve um efeito direto, pois ndo foi possivel observar uma relacdo de aumento
ou diminuicdo na densidade aparente a medida que foi aumentada a porcentagem de goma
arébica. Esse resultado diferiu do obtido por Bhusari, Muzaffar e Kumar (2014) e Fazaeli et
al. (2012), cujos estudos mostraram que a medida que a porcentagem de carreador aumenta a
densidade aparente diminui. Bhusari, Muzaffar e Kumar (2014) explicaram que este fato
provavelmente acontece pelo aumento da viscosidade da solucdo com o aumento do agente
carreador, consequentemente no aumento do tamanho de particula e uma densidade aparente
menor.

Por outro lado, a temperatura de ar de entrada apresentou efeito na densidade
aparente, sendo que quando a temperatura de ar de secagem foi 160 °C (tratamentos pares) a
densidade aparente foi menor que seu analogo a 130 °C. A medida que a temperatura de ar de
entrada aumenta, a taxa de evaporacdo aumenta, produzindo p6s mais porosos ou com
estrutura mais fragmentada, ou seja, produzindo microparticulas maiores, o que leva a uma
densidade aparente menor. Este resultado estd em concordancia com os resultados obtidos por
Fazaeli et al. (2012) e Fernandes, Borges e Botrel (2013).

Atividade de 4gua (Aw) e umidade

A atividade de dgua (Aw) no inicio (dia zero) apresenta valores para 0s p0s secos com
carreador T1-T6 na faixa de 0,28-0,30 ndo tendo diferenca significativa entre si (p<0,05),
entretanto os po6s secos sem carreador S.130, S.160 e o extrato liofilizado apresentaram
valores de Aw maiores estatisticamente (p<0,05) na faixa de 0,32 — 0,44. Cabe ressaltar que o
valor da Aw do tratamento S.130 ndo diferiu significativamente com os pds secos com
carreador e o tratamento T6 ndo diferiu significativamente com os p6s obtidos sem carreador.
Estes valores estdo acima do que os encontrados por Fazaeli et al. (2012) e Karaca et
al.(2015), 0,15 — 0,32 e 0,18-0,19 para a cereja preta (Morus nigra) e a cereja acida,
respectivamente. No entanto, os valores obtidos ainda s&o considerados baixos, evitando a

possivel multiplicacdo de microrganismos.
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Para os valores de umidade no inicio (dia 0) observa-se que ndo houve diferenca
significativa (p < 0,05) entre os tratamentos secos por spray-dryer estando na faixa de 3.4 —
5,9%, independentemente de utilizar agente carreador ou ndo, ainda, observa-se que o extrato
seco por liofilizacdo apresentou maior teor de umidade (6,3 + 0,5%) ndo apresentando
diferenga significativa com os pds secos sem carreador e o T6. Estes valores estdo acima do
que os encontrados por Fazaeli et al. (2012) e Karaca et al.(2015), 1,5-2,5 e 1,1 - 2,1% para
a cereja preta (Morus nigra) e a cereja acida, respectivamente. Os valores obtidos encontram-
se fora de especificacdo para p6s secos na industria de alimentos (3-4%) (KARACA et al.,
2015). Os valores elevados da Aw e umidade podem estar relacionados com a
higroscopicidade, explicada posteriormente.

Comparando os valores de Aw e umidade dos pds secos com carreador no inicio e
apos 120 dias, observa-se que houve direferenca significativa (p<0,05) para todos o0s
tratamentos, sendo que apds 120 dias (durante a estabilidade) estes valores aumentaram para a
faixa de 0,44 — 0,54 e 7,1 — 8,4%, respectivamente. O aumento destes valores era esperado,
pois as amostras foram armazenadas por 120 dias em ambiente a 38 % UR, umidade maior do
que a dos pds, portanto a absorcdo de dgua do ambiente ocorre espontaneamente. O extrato
liofilizado apresentou maior Aw e umidade, tanto no inicio como no fim da estabilidade, por
se tratar de um material mais poroso, tendo maior facilidade de absorcdo de umidade do
ambiente. Para as duas variaveis, os tratamentos T1-T3 apresentaram valores inferiores
significativamente, em outras palavras, extratos secos com maior concentracdo de GA (15%)
apresentaram valores de Aw e umidade maiores. Em relacdo a temperatura de ar de entrada
observa-se que para a Aw nédo houve diferenca significativa. Para os valores de umidade dos
extratos secos com 5 e 15% de GA ndo apresentaram diferencga significativa independente da
temperatura de ar de entrada, jA& o extrato seco com 10% de GA apresentou diferenca
significativa (p<0,05) em relacdo a temperatura de ar de entrada, sendo que o extrato seco
com temperatura de ar de entrada maior apresentou maior valor de umidade, resultado
inesperado, ja que com uma temperatura de ar de entrada maior, a taxa de evapora¢do é maior,
diminuindo assim a umidade dos p6s, como aconteceu nos trabalho de Fazaeli et al. (2012),
por exemplo. Este resultado pode ser atribuido a influéncia de outras varidveis, como
temperatura e umidade relativa do ambiente, assim como pela capacidade intrinseca dos pds
em absorver umidade do ambiente, discutida posteriormente no item higroscopicidade e

isotermas de sorgéo.
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Higroscopicidade e Isotermas de sorcéo

A higroscopicidade é a capacidade de um material de absorver umidade do ambiente,
assim, normalmente enquanto maior o valor da higroscopicidade maior a sua capacidade.
Geralmente, p6s com baixa higroscépicidade sdo considerados bons, pois a absorcdo de
umidade pode levar a um aumento da Aw a valores altos o suficiente que permitam a
multiplicacdo de microrganismos, além de poder modificar o estado fisico dos pos,
interferindo nas suas caracteristicas de manuseio e fluidizacdo (AGUILERA; DEL VALLE;
KAREL, 1995). Caso o material for muito higroscépico pode ocorrer o fenémeno conhecido
como caking, neste fendbmeno o po inicialmente solto é transformado primeiro em torrdes,
seguido por um aglomerado sélido e finalmente em um semi-liquido pegajoso,
consequentemente a perda das caracteristicas e funcionalidades do p6 (AGUILERA; DEL
VALLE; KAREL, 1995).

Os valores de higroscopicidade obtidos estdo na faixa de 1,4 — 9 g/100g, sendo que a
medida que a concentracdo de GA aumenta para 0s pos secos com carreador o valor de
higroscopicidade aumenta, o que € inesperado, pois 0s agentes carreadores, por terem peso
molecular alto, sdo menos higroscopicos e é esperado que funcionem como uma barreira para
a absorcdo de umidade do ambiente. PGs secos por spray-dryer sem carreador apresentaram
valores de higroscopicidade maiores do que os tratamentos secos com carreador, como
esperado, pois estes ndo tem nenhum agente protetor. O extrato liofilizado apresentou maior
valor, provavelmente pela alta porosidade do material, que aumenta a sua higroscopicidade.
No entanto, todos estes valores sdo inferiores ao valor de higroscopicidade da GA pura (10 +
1 g/100g), mesmo que ndo difiram significativamente (p<0,05) com os pds secos sem
carreador. Os valores de higroscopicidade foram muito abaixo do esperado, por exemplo, as
faixas de valores de higroscopicidade obtida por Bhusari, Muzaffar e Kumar (2014) e Tonon
(2009) nos pds produzidos por spray drying com GA de suco de tamarindo e polpa de acai sdo
de 16,61-28,96 e 12,54-15,79 ¢/100g, respectivamente. Os valores obtidos de
higroscopicidade sdo baixos, mas ndo indicam que o0s pés produzidos sdo pouco
higroscopicos, pois visualmente notou-se a formacdo do caking em todos os tratamentos
menos da GA, resultado que pode ser observado na Figura 26 que apresenta visualmente as
amostras no equilibrio em diferentes umidades relativas, na linha correspondente ao sal
cloreto de sodio (NaCl). Observa-se nos tratamentos secos com GA, que a medida que a
concentracdo de GA aumenta o semi-liquido formado esta mais seco. O fato de ter maior teor
de GA permite maiores quantidade de absor¢do de &gua, ou seja maior higroscopicidade, pois

0s componentes do extrato de vitex ja foram saturados e a GA ainda ndo foi saturada. Assim
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mesmo, 0s pos secos sem GA, tanto pelo spray-dryer quanto pela liofilizac&o, encontram-se
na forma semi-liquida, aparentando estar muito mais liquido do que os p6s secos com GA,
evidenciando que o carreador teve um efeito protetor sim, porém nédo o suficiente como para
ndo acontecer o caking naquela umidade. O aparecimento deste fendmeno corresponde a um
fator intrinseco do extrato de vitex, mostrando a dificuldade do manuseio destes pds e a
importdncia da secagem deste extrato com agente carreador, sendo necessaria uma
concentracdo maior de GA. Assim sendo, provavelmente os valores altos da atividade de agua
e umidade ap6s o periodo de 120 dias apresentados anteriormente ocorram pela alta

higroscopicidade dos po6s obtidos.

Figura 26. Visualizagdo dos p6s na umidade de equilibrio submetidos a diferentes
umidades relativas.

Onde T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a
130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA;
T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adicdo de GA; S.160: extrato seco
a 160 °C sem adicdo de GA. L: extrato puro liofilizado; GA: goma arabica pura
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Na Figura 26 podem ser observadas algumas mudancas fisicas dos pds armazenados
em diferentes umidades relativas. Para os pds produzidos com agente carreador (T1-T6)
observa-se que até a umidade relativa de 45,5% (K,CO3) 0s p6s permaneceram soltos. Na
umidade de 69,6 % observa-se nos tratamentos T1-T3 a formacdo de um semi-liquido
ViSC0S0, escuro e pegajoso, ja nos tratamentos T4-T6 a formacdo de aglomerados duros e
escuros parecendo um sélido. Nas umidades relativas maiores observa-se para todos 0s
tratamentos a formacdo do caking, sendo que a medida que a concentragcdo de goma arabica é
menor ou a umidade relativa do ambiente € maior, menor a viscosidade do semi-liquido
produzido. O comportamentos dos pos produzidos por spray dryer sem carreador s&o
similares porém os pés se liquefizeram em umidades relativas menores. Nas umidades
relativas de 10,9 -37,9 % os pOs permaneceram soltos, na umidade relativa de 455 %
observou-se a formacdo de um sélido compacto escuro e em umidades maiores a formacéo do
semi-liquido pegajoso. O pd obtido a partir da liofilizagdo foi muito mais sensivel,
provavelmente pela maior porosidade das particulas. Até nas umidades menores (10,9-45,5
%) observou-se a formacdo do sélido compacto pegajoso em umidades maiores a amostra
encontrava-se liquefeita. O agente carreador goma arabica teve outro comportamento, pois
permaneceu com as suas caracteristicas fisicas de pé até ser armazenado na umidade relativa
de 84,1 %, onde o po se liquefez.

A partir destes resultados pode-se concluir que (i) a GA sim teve efeito protetor contra
a higroscopicidade; (ii) o armazenamento dos pds obtidos por spray drying do extrato dos
frutos de vitex sem carreador é impossibilitado pela alta higroscopicidade destes; (iii) nas
concentracOes estudadas de agente carreador (5-15 %) a estabilidade destes pds a temperatura
ambiente e umidade relativa maior que 45,5 % é inviavel, devendo ser estudadas futuramente
concentracdes maiores de GA e a utilizacdo de outros agentes carreadores; (iv) dos pds
produzidos neste estudo, os tratamentos com maior concentracdo de carreador (T5 e T6)
foram os mais estaveis no armazenamento a temperatura ambiente em todas as umidades
relativas estudadas, portanto um destes sera escolhido para posterior aplicacdo em chocolate
meio amargo.

No estudo da secagem no spray dryer de polpa de acai com diferentes agentes
carreadores (maltodextrina 10 D e 20 D, goma arabica e fécula de mandioca) de Tonon
(2009), observa-se que a partir da umidade relativa de 68,9 % ocorreu a formacgédo destes
solidos escuros compactos e que até na umidade maior (84,3%) nenhuma das amostras se

liquefez, indicando que a GA como carreador ndo € a responsavel pelos valores altos de
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higroscopidade dos p6s produzidos e sim as caracteristicas intrinsecas do extrato dos frutos de
vitex.

A Tabela 19 apresenta os resultados experimentais da umidade de equilibrio obtidos a
25°C das amostras produzidas com diferentes concentracdes de goma arabica secas pelo spray
dryer, amostra liofilizada sem carreador e da goma arabica pura, armazenadas em 7 solucGes

salinas saturadas com diferentes atividades de agua.
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Tabela 19. Umidades de equilibrio obtidas a 25 °C dos p6s do extrato dos frutos de vitex e do carreador (goma arabica) armazenados em

sete solucdes salinas saturadas com diferentes atividades de agua.

Umidade de Equilibrio (Ueq) (g/g matéria seca)

Sais aw
T1 T2 T3 T4 T5 T6 S.130 S.160 L GA
LiCl 0109 | 04+£10 -12+06 -1,7x05 1+£2 -1,8+04 2+l -22x04 4003 -86x03 -63x04
CH;COOK 0,226 | 270+ 15 171+ 14 114+£20 203+22 256 + 27 290+19 -11+£02 -0,7+0,2 5+1 4+1
MgCl, 0,379 | 3,0x05 2,7+0,2 1,7+£02 24+04 05+04 36+05 31£01 212 -28x05 -1,8x01
K,CO, 0,455 | 46x0,3 54+04 44+03 3602 4,4+0,2 3x1 4,7+0,6 61 16x0,1 0,2+£0,1
Kl 0,696 | 146 £0,5 15+1 12+2 1514 8,505 9+2 120+05 11,8x08 7,7+£0,7 35+£0,1
NaCl 0,753 | 2,7x0,2 32%x0,2 6,608 99+£0,7 79%0,6 13+£2 202 212 16 +4 22+1
KCI 0,841 | 27,8+0,3 27 %2 251 241+08 20,3x0,3 212 275+£0,1 252+0,6 22*1 11,4+0,2

*Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Onde aw: atividade de dgua experimental; T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com
5% de GA; T3: extrato seco a 130 °C com 10% de GA, T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA, T6: extrato seco a
160 °C com 15% de GA, S.130: extrato seco a 130 °C sem adigdo de GA; S.160: extrato seco a 160 °C sem adigdo de GA. L: extrato puro liofilizado; GA: goma

arébica pura
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Observa-se na Tabela 19 que a medida que as atividades de agua do ambiente
aumentam as umidades de equilibrio também, pois quando um material bioldgico é exposto
a um ambiente, este reage (absorcdo/adsorcdo) ajustando a sua propria umidade com a
umidade relativa do ambiente. Assim, observa-se que nas atividades de &gua mais baixas 0s
valores para a umidade de equilibrio foram negativos. Fisicamente isto significa que houve
uma adsorcdo, ou seja, a amostra perdeu agua para 0 meio ambiente.

Para adaptar melhor os modelos matematicos das isotermas de sorgdo foram
eliminadas as umidade de equilibrio correspondentes aos sais CH3COOK e NaCl pois 0s
valores obtidos apresentaram algumas incoeréncias, mesmo com desvios padrdes baixos.
Assim, os dados experimentais das isotermas de sorcdo para 0s pos com diferentes
concentracfes de goma ardbica como carreador, diferentes temperatura de secagem e
método de secagem, assim como do proprio carreador puro foram ajustados por cinco
modelos da literatura. Os parametros estimados para cada modelo estdo apresentados na
Tabela 20.
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Tabela 20. Parametros estimados para cada modelo das isotermas de sorcdo dos extratos secos dos frutos de vitex e do carreador goma

arabica.

Modelo Parametro T1 T2 T3 T4 T5 T6 S.130 S.160 L GA
Xm 6,390 7,243 5,713 10,612 6,620 16,503 7,899 4,682 1,108 0,386
CGAB 0,499 1,487 1,000 2,414 1,251 0,178 0,346 0,497 0,500 0,500

GAB KGAB 0,739 0,946 0,967 0,939 0,907 0,213 0,498 0,772 0,949 0,990
R2 0,998 0,994 0,994 0,979 0,983 0,970 0,988 0,965 0,902 0,852
DR (%) 34,58 27,76 23,21 6,53 23,13 19,64 24,61 22,35 20,33 20,17
Xm 29,499 142,269 142,208 15,055 5,092 3,944 5,293 4,825 9,401 14,472
CBET 0,108 0,023 0,016 0,238 0,478 1,028 0,913 0,997 0,111 0,027

BET N 6,902 5,258 6,721 7,292 19,746 114,847 114,847 114,847 114,847 114,847
R2 0,999 0,995 0,990 0,995 0,974 0,972 0,988 0,960 0,900 0,854
DR (%) 40,21 27,55 23,57 8,33 23,43 24,01 25,45 22,94 20,33 20,17
A 84,401 88,489 58,483 92,810 43,448 51,111 62,177 59,714 22,381 13,633

Hasley B 0,888 0,908 0,805 0,953 0,763 0,809 0,802 0,809 0,532 0,469
R2 0,983 0,973 0,978 0,961 0,966 0,964 0,981 0,946 0,882 0,835
DR (%) 94,88 47,68 32,48 21,87 27,91 27,33 30,54 25,49 20,42 20,16
C 6,079 6,208 4,640 5,922 3,423 3,949 5,050 4,845 1,729 0,650

Oswin D 0,922 0,895 1,016 0,861 1,072 1,003 1,019 0,997 1,525 1,725
R2 0,992 0,986 0,988 0,972 0,974 0,971 0,988 0,961 0,897 0,850
DR (%) 60,82 35,67 26,41 3,64 23,91 23,89 25,42 22,98 20,16 20,06
kH 0,225 0,210 0,293 0,212 0,364 0,315 0,281 0,272 0,579 0,823

Henderson nH 0,630 0,657 0,570 0,674 0,539 0,582 0,568 0,593 0,375 0,329
R2 0,999 0,995 0,992 0,986 0,975 0,968 0,988 0,968 0,907 0,860
DR (%) 36,15 26,67 22,27 10,10 21,29 21,44 21,91 21,18 20,03 20,01

Onde T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a 130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C
com 10% de GA, T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA, T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adigdo de GA; S.160:
extrato seco a 160 °C sem adicdo de GA. L: extrato puro liofilizado; GA: goma arabica pura; Xm é a umidade na monocamada molecular (g dgua/g sélidos
nA e nB sd0 constantes.

Secos),

N é o numero de camadas moleculares,

CBET, CGAB, KGAB, A, B, C, D, kH,

nH, KA, KB,
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De acordo com a Tabela 20, em geral, os modelos apresentaram um ajuste
intermediério, com valores de R? proximos de 1, com excecdo do extrato liofilizado e da
goma arabica e os valores do desvio relativo foram altos (acima de 10%). Dentre todos os
modelos, o modelo de Henderson se ajustou melhor apresentando maiores valores de R? e
menores valores de desvio relativo, assim, este modelo foi utilizado para representar as

isotermas de sorcao do extrato dos frutos de vitex em pd (Figura 27).

Figura 27. Isotermas de sorcao dos pds do extrato de vitex com goma arabica, ajustadas pelo
modelo Henderson.

Onde Ueq: Umidade de equilibri; T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA,; T2: extrato seco a 160 °C com 5%
de GA; T3: extrato seco a 130 °C com 10% de GA,; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco
a 130 °C com 15% de GA,; T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adicdo
de GA, S.160: extrato seco a 160 °C sem adicdo de GA. L: extrato puro liofilizado; GA: goma arabica pura.

A equacdo de Henderson representa um modelo puramente empirico e observa-se que
mesmo sendo o modelo com melhor ajuste ndo consegue modelar bem os valores para
umidade de equilibrio em atividade de agua baixas, provavelmente por se tratar de uma
adsorcdo. Segundo classificagdo de Brunauer, Emmett e Teller (1938) apud Tonon (2009)
(Figura 28) as umidades de equilibrio obtidas seguem o tipo Il1.

Figura 28. Tipos de isoterma de sorc¢ao.

| I 1] " v

0 a, 10 a, 10 a, 10 a, 10 a, 1

Fonte: Brunauer, Emmett e Teller (1938) apud Tonon (2009).



100

Saber o comportamento do material em diferentes umidades relativas, ou seja, o conhecimento
da umidade de equilibrio é muito importante na industria, pois tem relacdo direta com a armazenagem
0 manuseio e a secagem (TONON, 2009). Devido a alta higroscopicidade dos p6s produzidos é vital
poder modelar o comportamento dos mesmos em diferentes umidades relativas para poder estabelecer
as melhores condicBes de armazenamento, sendo interessante um futuro estudo das isotermas de

sorcdao em temperaturas menores a ambiente.

Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A interacdo dos componentes ativos do extrato dos frutos de vitex presente nos pos
com a goma arabica foi avaliada pela espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), a Figura 29 mostra as interacdes do tratamento 4, como modelo, pois todos 0s
tratamentos tiveram comportamento similar, mudando apenas as intensidades dos picos. A
linha azul corresponde ao carreador goma arabica puro, a linha preta corresponde as particulas
do extrato vitex puro seco por spray drying com temperatura de ar de entrada de 160 °C

(S.160) e a linha vermelha ao tratamento 4.

Figura 29. Interacdo dos componentes do extrato dos frutos de Vitex agnus castus L. com o
agente carreador goma arabica pela espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR).

Onde T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; S.160: extrato seco a 160 °C sem adigdo de GA. GA: goma
arébica pura.
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Observando o espectro da goma arabica, linha azul, verifica-se que apresenta uma
banda larga tipica da absorcdo de deformacéo axial da ligagdo OH (3300-2500 cm™) em 3328
cm . As bandas em 1599 cm* e 1416 cm* provavelmente ocorrem devido as vibracdes do
anion carboxilato COO-, deformacao assimétrica e simétrica, respectivamente. As bandas
em 1280 cm™ e 1016 cm™ ocorrem devido ao estiramento entre a ligacdo simples CO. O
espectro obtido da goma arabica foi similar ao obtido por Espinosa-Andrews et al. (2010).

No espectro do tratamento S. 160, linha preta, que corresponde ao extrato puro de
vitex, observa-se que a ligagdo OH (3300-2500 cm™) em 3275 cm™* é bem forte, devido &
presenca dos compostos fendlicos e alcois. J& o pico em 2926 cm™ ocorre devido ao
estiramento da ligagdo do alcano (CH). Os picos em 1695 e 1031 cm™* ocorrem devido as
vibracOes das ligacGes aromaticas C=0 e C-H, respectivamente. Os picos em 1593, 1269 e
770 cm™* correspondem as vibracdes da ligagdo aromatica C=C. O pico em 1514 cm ‘e 1379
cm* devido ao estiramento da ligacdo do O-H do 4cido carboxilico e & ligagdo C-H,
respectivamente. Os resultados obtidos foram muito similares aos apresentados por Sahib et
al. (2016).

Observa-se no espectro correspondente ao tratamento 4, linha vermelha, que as
ligacGes presentes no extrato de vitex predominam, destacando-se 0s picos correspondentes as
ligacBes OH em 3296 cm™, estiramento da ligacio do alcano (CH) em 2927 cm™e & ligacdo
CH em 1373 cm™. Também nota-se que este espectro difere ao de vitex, com o aparecimento
de ombros em alguns picos, assim, possivelmente pode ter ocorrido interacdo entre 0s

componentes do extrato de vitex e a goma arabica devido a uma complexacao.

6.4.5. Caracterizacdo das microparticulas

As microparticulas foram caracterizadas em relacdo a seu tamanho e morfologia.

Tamanho e distribuicdo de tamanho das microparticulas
A Tabela 21 apresenta os valores dos didmetros médios volumétricos das

microparticulas obtidas pela secagem por spray dryer.
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Tabela 21. Valores dos diametros médios volumétricos das microparticulas obtidas secagem por
spray dryer.

Tratamento Diametro médio volumétrico (um)

T1 8,9 +0,4°
T2 25,4 +0,2"
T3 9,7+0,4%
T4 28,5+ 0,2"
T5 28,2 +0,3"
T6 20,8 +0,3"

S. 130 9+0,3°

S. 160 10,2 +0,3®

Onde T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a
130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA;
T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adigdo de GA, S.160: extrato seco
a 160 °C sem adigdo de GA.

Com relacdo ao diametro médio volumétrico, observam-se dois grupos com faixas de
valores diferentes, os tratamentos T1, T3, S.130 e S.160 apresentam valores na faixa de 8,9-
10,2 um e os outros tratamentos (T2, T4, T5 e T6) apresentam didmetro médio volumétrico na
faixa de 20 - 30 um, valores esperados para microesferas produzidas no spray dryer, ndo
apresentando uma tendéncia clara. Essa variagdo entre os tratamentos pode ser explicada pela
quantidade de carreador adicionado, pois quanto maior o conteudo de s6lidos totais, maior a
viscosidade e o tamanho da gota, ou seja, maior o tamanho da particula formada.

De acordo com Gong et al. (2007) os pds obtidos pelo processo de spray dryer tem
microparticulas pequenas, com tamanho inferior a 50 um, estando os valores obtidos para
todos os tratamentos dentro desta faixa. Ferrari et al (2012) obtiveram didametro médio
volumétrico igual a 10,98 + 0,47 um do extrato de amora seco por spray dryer utilizando 7%
de goma arébica como carreador; os valores obtidos por da Silva et al. (2013) do extrato de
propolis encapsulado com goma arébica como carreador foram na faixa de 23,3-24 um,
mostrando, portanto, que os valores obtidos estdo dentro do esperado.

A Figura 30 apresenta a distribuicdo volumétrica do tamanho das microparticulas

produzidas no spray dryer.
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Figura 30. Distribuicédo volumétrica de tamanho de particula das microparticulas a base
do extrato dos frutos de vitex (Vitex agnus castus L.).

Onde, T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a
130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA;
T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adigdo de GA, S.160: extrato seco
a 160 °C sem adigdo de GA.

Observa-se que a distribuicdo do tamanho de particula para todos os tratamentos é
monomodal, apresentando um méximo na faixa dos 20 - 23 um, a distribuicdo ndo é muito
larga variando, em geral, na faixa de valores de 5 - 44 um. Observa-se comportamento similar
entre os tratamentos, sendo que as microparticulas obtidas pela secagem sem carreador (S.130
e S. 160) apresentam maior nimero de particulas com diametro volumétrico maior. Estes
resultados sdo importantes, uma vez que quanto menores as particulas, menor a possibilidade
de interferirem negativamente na textura do alimento ao qual serdo incorporadas. A variagdo
da distribuicdo do tamanho de particula obtido esta de acordo com os obtidos por Tonon et al.
(2009) e Ferrari et al. (2012) que variavam entre 0,1 - 41 pm e 0,1 — 414 pm,

respectivamente, no entanto, estes autores reportaram uma distribuicdo bimodal.

Morfologia

A Figura 31 mostra as micrografias dos p6s obtidos com o carreador goma arabica (T1
— T6) com aumento 3000 vezes, com excecdo do T4 que estd com aumento de 1000 vezes. A
Figura 32 apresenta as micrografias dos pos obtidos sem carreador (S.130 e S.160), do extrato
liofilizado e da goma arabica, com aumento de 3000, 1000, 100 e 500 vezes, respectivamente.
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Figura 31. Micrografias obtidas por microscopia de varredura das microparticulas do extrato
dos frutos de vitex (Vitex agnus castus L.) com goma arébica como carreador.

Onde T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a
130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA; T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA;
T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA.
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Figura 32. Micrografias obtidas por microscopia de varredura das microparticulas
obtidas do extrato dos frutos de vitex (Vitex agnus castus L.), do extrato liofilizado e da goma
arabica.

Onde S.130: extrato seco a 130 °C sem adicio de GA, S.160: extrato seco a 160 °C sem adicdo de GA. Liof:
extrato puro liofilizado; GA: goma arabica pura.

Na Figura 31 observa-se que todas as microparticulas obtidas pelo processo de
secagem com spray dryer utilizando a goma arabica como carreador tem o formato esférico,
havendo microparticulas com a parede lisa e com a superficie rugosa, de varios tamanhos
(compativel com os resultados da distribuicdo de tamanho de particula). A rugosidade ocorre
devido ao uso de temperaturas mais baixas, pois devido a uma menor taxa de transferéncia a
parede formada das particulas ¢ mais flexivel murchando na hora do resfriamento. Estas
caracteristicas estdo dentro do esperado para particulas produzidas por este processo e estdo
de acordo com da Silva et al. (2013), Ferrari et al. (2012) e Tonon et al. (2009). As
microparticulas obtidas no spray dryer sem carreador (Figura 32) também apresentam
formato esférico e tém a superficie lisa, porém, pode-se observar que formaram aglomerados.
Por outro lado o p6 produzido pela liofilizagdo apresentou aglomerados que parecem torrdes,

ndo sendo observadas particulas soltas. A aglomeracdo destas particulas deve ocorrer pela alta
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higroscopicidade do extrato de vitex. Por ultimo, observa-se a goma arabica pura, sem
formato definido, superficie rugosa e de maior tamanho do que as particulas produizidas.

A andlise de difracdo de raios-x (Figura 33) mostrou uma banda larga para todas as
particulas (T1-T6, S.160 e GA), portanto as particulas em questdo apresentaram estado
amorfo, pois estruturas cristalinas refletem os raios x produzindo picos definidos. Cano-
Chauca et al. (2005) avaliaram as particulas obtidas pelo processo de atomizagdo do extrato

de manga com goma arabica, dentre outros carreadores, e também relataram o estado amorfo.

Figura 33. Espectro das particulas e seus controles da andlise de difracéo de raios x.
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Onde, T1: extrato seco a 130 °C com 5% de GA; T2: extrato seco a 160 °C com 5% de GA; T3: extrato seco a
130 °C com 10% de GA; T4: extrato seco a 160 °C com 10% de GA, T5: extrato seco a 130 °C com 15% de GA,;
T6: extrato seco a 160 °C com 15% de GA; S.130: extrato seco a 130 °C sem adicdo de GA; S.160: extrato seco
a 160 °C sem adigéo de GA. S.160: extrato seco a 160 °C sem adicdo de GA. GA: goma aréabica pura.

6.5. Aplicacdo das microparticulas de vitex na forma livre e encapsulada em
chocolate meio amargo

6.5.1. Caracterizagcdo do chocolate meio amargo controle, adicionado de vitex na

forma livre e encapsulada

A Figura 34 apresenta os trés chocolates produzidos: controle, adicionado de vitex
encapsulado e vitex livre, em 3 cortes. Observa-se nitidamente a diferenca de cor entre o
chocolate com vitex encapsulado e os outros dois chocolates, sendo este mais claro. Pode se

observar também que ndo apresentaram grandes falhas visuais na superficie. Contudo, quando
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observado o corte transversal, percebe-se que a adigdo das microparticulas interferiu na
aparéncia dos chocolates, pois se observa uma aparéncia mais porosa, enquanto o controle
apresenta uma estrutura lisa. Ainda no corte transerval, nos chocolates adicionados de vitex na
forma livre e encapsulada sdo observados uns pontinhos mais claros, o0 que sugere que houve
aglomeracdo das microparticulas na hora da adi¢do, porque de fato elas ndo poderiam ser
perceptiveis a olho nd, pois apresentam didmetro medio inferior a 50 pm. Estes agregados
podem causar a sensacao de arenosidade.

Figura 34. Chocolates meio amargos: controle, adicionado com vitex encapsulado e vitex livre.

Fonte: prépria autoria.
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A Tabela 22 apresenta os dados da atividade de &gua, pH e os parametros de cor do
chocolate controle, adicionado com as microparticulas de vitex livre e encapsulado.

Tabela 22. Caracterizacdo do chocolate meio amargo controle, adicionado de vitex na
forma livre e encapsulada em relagdo a atividade de &gua, pH e cor.

Chocolate Atividade de pH L* a* b*
agua

Controle 0,31 +0,01" 5,82 20 + 17 78+04° 68%0,6°

Vitex encapsulado 0,27 +0,03* 550 22,3+04" 95+02* 99+04"

Vitex livre 029+0,02* 561 199+06" 79+04%® 70+01°

*Meédia + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente entre
si (p<0,05).

Observa-se na Tabela 22 que os chocolates meio amargo produzidos, controle (sem
adicéo de vitex), vitex encapsulado (adi¢do de 2,5 % (m/m) do tratamento T6- extrato de vitex
adicionado com 15 % (m/m) de goma arabica atomizado a 160 °C) e vitex livre (adicdo de
2,5% de uma mistura mecénica de extrato de vitex atomizado a 160 °C puro e goma arabica,
na mesma proporcao de T6), ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre si nos
parametros de atividade de agua, pH e o parametro L* de cor.

Os valores da atividade de agua foram baixos (0,27 — 0,31) como era esperado, pois 0
chocolate meio amargo € um produto sélido, sem adi¢do de agua na sua formulacdo. Ja os
valores de pH variaram entre 5,50 — 5,82, estando de acordo com o esperado. Dimick e
Hoskin (1981) explicaram que durante a etapa da conchagem ocorre a reducdo do &cido
acético, acidos totais, taninos e agua, consequentemente o pH aumenta de 4,9 a 5,7, sendo que
os valores obtidos estdo proximos ao pH 5,7. Os valores obtidos de pH foram similares aos
obtidos por Silva et al (2017), estes autores trabalharam com a mesma formulacdo e
ingredientes, porém avaliaram a aplicacdo de probioticos na forma livre e encapsulada, 0s
valores de atividade de agua obtidos foram maiores (0,36 — 0,50), provavelmente devido a
incorporacgdo de microrganismos e ao menor tempo de conchagem (16 horas).

Em relacdo aos parametros de cor, observa-se que ndo houve diferenca significativa
(p<0,05) na luminosidade (L*), ou seja, todas as amostras apresentaram a mesma claridade.
Em relagdo a tonalidade (pardmetros a* e b*) observa-se que o chocolate com o extrato de
vitex livre e o controle ndo apresentaram diferenca sifnificativa, porem, o chocolate com o

extrato de vitex encapsulado apresentou maiores valores destes pardmetros, ou seja, 0
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chocolate foi produzido foi mais amarelo (b*) e vermelho (a*), do que o controle e o
chocolate com vitex na forma livre. A influencia destes pardmetros é quantificada com o valor
do whiteness index (WI), dado que fornece quao branca é a amostra e pode ser relacionada
com o problema de fabricacao, temperagem e resfriamento de chocolate conhecido como fat
bloom, este fenbmeno ocorre devido a recristalizacdo da gordura do chocolate de tal forma
que estes cristais sdo capazes de refletir a luz e aparecem manchas brancas na superficie do
chocolate. Este fendmeno normalmente acontece devido a uma mudanca muito brusca de
temperatura ou devido a uma temperagem mal feita. A Figura 35 apresenta 0s parametros
dureza e whiteness index (WI) dos chocolates produzidos no inicio e ap6s 60 dias de

armazenamento a 22 °C.

Figura 35. Dureza e whiteness index do chocolate controle e adicionado de vitex na forma livre e
encapsulada nos tempos 0 e 60 dias.

*Média + desvio padrdo (n = 5 replicadas). Diferentes letras mailsculas para a mesma variavel e
tempo e diferentes letras minusculas para a mesma varidvel e diferente tempo indicam diferenca
significativa entre si (p < 0,05).

Na Figura 35 observa-se que os WI de todos os chocolates produzidos, tanto no tempo
inicial quanto final, foram bem baixos (3-6 inicial e 3-9 final), mostrando que a temperagem e
0 armazenamento foram realizados de forma correta, ndo ocorrendo o fat bloom no comeco
nem durante o armazenamento. No inicio a amostra controle apresentou maior valor de WI,
seguido pelo chocolate com o vitex livre e por Gltimo o chocolate com o vitex encapsulado,
esta ordem foi invertida durante o armazenamento, sendo que o chocolate controle diminuiu o

valor de WI, o chocolate com vitex livre permaneceu igual e o chocolate com vitex



110

encapsulado triplicou (p<0,05). Essa inversdo pode ter ocorrido porque as microparticulas
com carreador (vitex encapsulado) apresentam um diametro maior do que o extrato de vitex
sem carreador (vitex livre) o que pode ter gerado alguma instabilidade na cristalizacdo da
mantueiga de cacau ao longo do tempo, aumentando o WI. Por outro lado, a cristalizacdo da
manteiga de cacau do chocolate controle foi se estabilizando ao longo do tempo, diminuindo o
WI. Estes resultados de WI, tanto no tempo O dias quanto no tempo 60 dias, foram muito
menores aos obtidos por Silva et al. (2017) (20 no inicio e 30 apds 120 dias).

Na Figura 35 também pode se observar a dureza das amostras no tempo 0 e tempo 60
dias, este parametro tem relacdo direta com a textura do chocolate e de alimentos em geral,
podendo afetar a aceitacdo sensorial do produto (foi avaliado na sec¢do 6.5.3.). Observa-se no
tempo inicial, que os chocolates adicionados de vitex na forma livre e encapsulada foram
significativamente mais duros (p<0,05) (55 e 54 N, respectivamente) do que o controle (51
N). Ap6s o tempo de estocagem, apenas o chocolate com o extrato de vitex encapsulado ndo
diferiu significativamente (p<0,05), os outros dois chocolates ficaram significativamente mais
duros (p<0,05) com o tempo (58 e 64 N para o chocolate controle e vitex na forma livre,
respectivamente). No final da estocagem o chocolate adicionado de vitex na forma livre foi
significativamente mais duro do que os outros chocolates, sendo que ndo apresentaram
diferenga significativa entre o controle e o vitex encapsulado. Portanto, observa-se que
inicialmente a adi¢do do extrato de vitex provocou um aumento na dureza, contudo, com o
tempo o chocolate adicionado de vitex na forma encapsulada manteve a sua dureza constante
e 0 chocolate controle ficou mais duro. Mostrando que a incorporacdo do extrato de vitex na
forma encapsulada fica mais estavel, interage menos com a matriz alimenticia, sendo mais
conveniente para manter a qualidade da textura do chocolate. Estes valores séo inferiores aos
obtidos por Silva et al. (2017) no tempo inicial e ap6s 120 dias do chocolate controle e
adicionados de probioticos (aproximadamente 75 — 90 N, respectivamente), mostrando que a

producdo do chocolate foi adequada.

6.5.2. Estabilidade da casticina e os compostos fendlicos ao longo do tempo nos
chocolates

O teor dos compostos fendlicos e da casticina ao longo do tempo dos chocolates

produzidos podem ser observados nas Tabelas 23 e 24, respectivamente. A Tabela 25

apresenta as porcentagens das perdas totais dos compostos bioativos durante o

armazenamento de 60 dias.
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Tabela 23. Teor de compostos fendlicos (mg EAG/ g chocolate) ao longo do tempo nos chocolates
controle e adicionados de vitex na forma livre e encapsulada, armazenados por 60 dias.

Amostra 0 dias 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

Controle 78+01" 71+06™® 80+£04™" 43+0,1°%% 47+0,7°% 3+1%

Vitex 81+05% 62+03% 094+08% 41+02°% 41+06“ 20+05
encapsulado
Vitex livre  82+0,3% 64+06% 105+04™ 43+03% 45+04% 3+1P?

*Média + desvio padrdo (n = 6 replicadas). Letras mailsculas iguais na mesma linha e letras minusculas iguais
na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Tabela 24. Teor de casticina (ug casticina/ g chocolate) ao longo do tempo dos chocolates
adicionados de vitex na forma livre e encapsulada.

Chocolate 0 dias 7 dias 15 dias 30 dias 45 dias 60 dias

Vitex 83+0,1" 66+0,1°% 56+09“% 62+01°* 58+05“° 55+0,2%
encapsulado
Vitex livre  6,3+0,7%° 46+03% 42+02% 47+07%® 55+02% 50+04%

* Média + desvio padrdo (n = 3 replicadas). Letras maiUsculas iguais na mesma linha e letras mindsculas iguais
na mesma coluna ndo diferem significativamente entre si (p<0,05).

Tabela 25. Porcentagem da perda total dos compostos bioativos durante o armazenamento de 60
dias.

Chocolate Fendlicos (%) Casticina (%)
Controle 67,10 --
Vitex encapsulado 75,93 33,94
Vitex livre 62,73 19,72

Observou-se, na Tabela 23, que durante a estocagem destes chocolates a 22 °C por 60
dias os compostos fendlicos foram se degradando, perdendo até mais da metade do teor neste
tempo para todos os tratamentos. Contudo, uma observacéo relevante é o fato de que em todos
os tempos analisados o teor de compostos fendlicos dos trés chocolates (controle, vitex
adicionado na forma encapsulada e livre) foi igual estatisticamente (p<0,05). Esse resultado
indica que a adicdo de 2,5 % (m/m) de vitex, tanto na forma livre quanta na encapsulada, foi
insignificante para o teor dos compostos fenolicos totais presentes, isso porque o teor destes

compostos no chocolate meio amargo é alto.
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Considerando que se trata de chocolate meio amargo com 53% de cacau na sua
composigdo (massa de cacau - 43 % e manteiga de cacau - 10 %) os teores iniciais dos
compostos fendlicos dos trés chocolates, variando na faixa de 7,8 a 8,2 mg EAG/ g chocolate,
estdo de acordo com os obtidos por Bels¢ak-Cvitanovié et al. (2015), porém baixos quando
comparados com outros estudos da literatura. Miller et al. (2006) avaliaram o teor de
fendlicos totais e a atividade antioxidante de chocolates comerciais dos Estados Unidos, entre
eles chocolates meio amargos de trés marcas e obtiveram valores de teor dos compostos
fenolicos variando entre 11,76 e 12,88 mg EAG/ g chocolate. Silva et al. (2017) com
exatamente a mesma formulacdo e matéria-prima obtiveram teor de fendlicos totais do
chocolate controle igual a 16,98 + 0,32 mg EAG/ g chocolate, sendo mais que o dobro, esta
variacdo tdo drastica deve ter acontecido porque a mesma matéria-prima foi utilizada um ano
depois, devendo ter ocorrido oxidacdo destes compostos durante esse periodo e também
porque a duragdo da conchagem realizada foi 8 horas maior. Ainda, Sim et al. (2016)
avaliaram o teor de fendlicos totais de chocolate amargo (64 % de cacau) e chocolate analogo
feito com gordura vegetal (17 % de cacau) adicionados com 0, 1 e 3 % (m/m) de pericarpo de
mangostdo (Garcinia mangostana L.) em pd, obtiveram resultados variando entre 23,88 -
27,10 e 7,71 — 11,60 mg EAG/ g chocolate, para o chocolate amargo e o chocolate feito com
gordura vegetal, respectivamente, observando-se que o teor dos compostos fendlicos dos
chocolates produzidos foram tdo baixos quanto o chocolate feito com gordura vegetal (17 %
de cacau).

Para todas as amostras aos 15 dias da estabilidade houve um aumento no teor dos
compostos fendlicos, como ndo podem ter sido gerados espontaneamente, acredita-se que
houve algum erro nesse dia de analise seja este com a balanca ou com alguma diluicéo,
devendo serem estes resultados omitidos para uma compreensdo adequada da estabilidade
destes compostos. Assim sendo, observou-se que aos 30 dias de estabilidade houve um
decaimento significativo (quase 50 %) destes compostos para todos os chocolates. Os
chocolates adicionados de vitex apresentaram uma segunda reducdo significativa (p<0,05)
destes compostos aos 60 dias de estabilidade. Na Tabela 25 estdo apresentadas as perdas dos
compostos fendlicos dos chocolates, nela é possivel observar que estas perdas foram gigantes,
entre 62-76 %. Como o chocolate controle apresentou uma perda total de 67,10 %, conclui-se
que os fenolicos perdidos foram maioritariamente os presentes no chocolate. Em relagdo a

aplicacdo do extrato de vitex na forma livre e encapsulada, observa-se que houve maior perda
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de compostos fenolicos no chocolate com o extrato encapsulado do que o livre, 0 que seria
contraditorio ao esperado, pois a encapsulacdo deveria proteger ao composto. O que pode ter
acontecido é alguma falha na metodologia de extracdo, sendo que os compostos fenolicos
encapsulados ndo foram extraidos totalmente, acarretando erros na quantificacdo. Outra opcao
é a possivel interacdo entre a goma arébica e os compostos do chocolate, fazendo que o efeito
protetor seja perdido.

Comparando com a estabilidade dos compostos fenolicos dos chocolates meio amargo
(38 % de cacau) e amargo (70 % de cacau) com adicdo de 2 % do extrato liofilizado ou 2 %
do extrato concentrado (21,13 % de solidos totais) de Urtica dioica L. (rico em polifenois)
(BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2015) a estabilidade dos compostos fendlicos dos
chocolates produzidos foi muito baixa, pois nesse estudo avaliaram a estabilidade destes
compostos por um ano (a cada 4 meses) e verificou-se que os teores destes compostos dos
chocolates meio amargo e amargo (com as duas formas de adicdo do extrato) oscilaram,
porém ndo reduziram substancialmente.

Portanto, concluiu-se que os teores dos compostos fendlicos dos chocolates meio
amargo produzidos foram baixos e apresentaram estabilidade a estocagem a 22 °C durante 60
dias também baixa, sendo a adicdo de 2,5 % (m/m) de vitex irrelevante para o teor destes
compostos. Essa baixa estabilidade pode estar associada, principalmente, a baixa qualidade da
embalagem, que consistia apenas da envoltura da barra de chocolate em papel chumbo, nédo
havendo barreira para o oxigénio, principal agente oxidante.

Na Tabela 24 observa-se a estabilidade da casticina nos chocolates produzidos.
Ressalta-se que foram realizadas tentativas de quantificacdo da casticina no chocolate controle
no inicio, aos 30 e 60 dias, e em nenhuma das vezes foi possivel quantifica-la, pois a casticina
é um flavonoide que ndo faz parte dos compostos do chocolate e ao longo do tempo néo
ocorreu nenhuma degradacdo de algum composto que interferisse na leitura no HPLC da
casticina a 256 nm.

Observou-se que durante os primeiros 30 dias o chocolate com adi¢do de vitex na
forma encapsulada teve significativamente maior teor de casticina do que o chocolate com
adicdo de vitex na forma livre (p<0,05), no entanto, estes teores foram similares para os
tempos 45 e 60 dias. O maior teor de casticina no inicio no chocolate com adigéo de vitex na
forma encapsulada (24,01 %) pode ser explicada devido a perda da casticina no extrato livre

(sem agente carreador) durante a incorporagdo do extrato na forma de p6 na produgdo do
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chocolate, é posivel que haja complexacdo de parte da casticina com algum composto do
chocolate ou perda decorrente da secagem do extrato.

Na Tabela 25 observam-se as perdas totais da casticina nos chocolates adicionados de
vitex na forma encapsulada e livre, 19,72 e 33,94 %, respectivamente. A perda no chocolate
adicionado de vitex na forma encapsulada foi maior

Também se observou que o chocolate com adi¢do de vitex na forma livre teve uma
perda significativa (p<0,05) do teor de casticina nos primeiros 7 dias, apos esse periodo o teor
da casticina permaneceu estavel. Por outro lado, o chocolate com adicdo de vitex na forma
encapsulada teve duas perdas significativas (p<0,05), a primeira ocorreu nos primeiros 7 dias
e a segunda nos préximos 7 dias (entre o tempo 7 e 15 dias), permanecendo constante apds 0s
primeiros 15 dias. Como as perdas de casticina ao longo dos 6 dias para os chocolates
adicionados com vitex na forma encapsulada e livre foram 33,73 e 20,63 %, respectivamente,
pode-se dizer que a casticina teve uma estabilidade moderada, melhor que a dos compostos
fendlicos. No entanto, quando observados os resultados do estudo de Weathers e Towler
(2013), percebe-se que a estabilidade observada da casticina nos chocolates foi boa. Estes
autores realizaram uma infusdo de Artemisia annua L. por 5 minutos em agua fervente, planta
que contem casticina, e quantificaram a casticina logo apds ser realizada a infusdo e apos 24
horas a temperatura ambiente no escuro, nesse periodo houve uma diminuicéo de 41,67 % no
teor da casticina. Ndo foram encontrados outros estudos na literatura que avaliem a

estabilidade da casticina durante 0 armazenamento para comparacao.

6.5.3. Aceitacdo sensorial dos chocolates adicionados de vitex na forma livre e
encapsulada e o controle

A avaliacdo da aceitacdo sensorial dos chocolates produzidos foi realizada por 122
mulheres, através do questionario de consumidor preenchido pelas provadoras. Sabe-se que
dessas 122 mulheres, 88 % tinham entre 18 — 25 anos, 44% preferem chocolate ao leite e 42%
chocolate meio amargo, 60% consome chocolate semanalmente e 63% gosta muito de
chocolate meio amargo. Foi perguntado se realizavam alguma atividade para atenuar 0s
sintomas da TPM e se consumiriam algum produto funcional para atenuar ou combater esses
sintomas, 49% respondeu que nao fazem nada especifico, 33% responderam que fazem
exercicio fisico e 16% tomam remédios, no entanto, 97% respondeu que consumiria um
produto funcional que combatesse ou atenuasse 0s sintomas da TPM, mostrando a viabilidade

de lancamento de um produto funcional com tais caracteristicas.
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A Tabela 26 apresenta as medias das notas da avaliacdo sensorial dos trés chocolates

produzidos: controle e adicionado de vitex na forma encapsulada e livre.

Tabela 26. Notas da avaliagdo sensorial dos chocolates produzidos: controle, adicionados de
vitex na forma encapsulada e livre.

Sabor Aroma  Textura Cor Aceitacdo Intencdo
Geral de
compra
Controle g+1” 8+1" g+1" g+1" g+1" 5+1°
Vitex 6£2° 7x1° g+1° 8 +1° 7£2° 3+1°

encapsulado
Vitex livre 7+28  8+1” 7+2° 8+ 1A 7+ 28 4+18

*Média + desvio padrdo (n = 122 replicadas). Letras iguais na mesma coluna ndo diferem significativamente
entre si (p<0,05).

Observa-se que todas as notas foram maior ou igual a 6 (gostei pouco), mostrando,
portanto, que em geral os chocolates foram bem aceitos. O chocolate controle teve as maiores
médias para todos os atributos (8 = 1 — gostei muito) e certamente comprariam este chocolate.
Em relacdo aos atributos aroma e cor, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os
chocolates, por outro lado, para os atributos sabor e aceitacdo sensorial e intengéo de compra,
apresentaram diferenca significativa, sendo as notas das avaliacbes na seguinte ordem:
controle > vitex livre > vitex encapsulado. Apenas para o atributo textura o chocolate com
vitex na forma encapsulada teve melhor avaliacdo do que o chocolate com vitex na forma
livre, sendo que provavelmente comprariam o chocolate com vitex na forma livre e talvez
sim/talvez ndo comprariam o chocolate com vitex na forma encapsulada.

Portanto, no caso de chocolate meio amargo a adicdo de vitex na forma livre teve
maior aceitacdo do que a adicdo de vitex na forma encapsulada. Este resultado deve ser
atribuido ao fato que o sabor do extrato de vitex combinou com o sabor caracteristico do
chocolate meio amargo. Em concluséo, a incorporacdo do extrato de vitex como ingrediente
funcional foi bem aceito sensorialmente, havendo sido produzido um produto funcional para

aliviar ou atenuar os sintomas da TPM bem sucedido.
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6.6. Avaliacdo do potencial da microencapsulagdo em mascarar ou atenuar
a sensacao de ardéncia e o amargor

O tratamento T6 (160 °C/ 15 % GA) foi escolhido para avaliacdo do potencial da
encapsulacdo em mascarar ou atenuar a sensagdo de ardéncia e o amargor devido a: (I)
apresentar maior quantidade de carreador adicionado, podendo mascarar o gosto desagradavel
do extrato de vitex mais facilmente; (Il) apresentar, junto com o T5 (130 °C/ 15 % GA),
melhor estabilidade ao armazenamento em diferentes umidades relativas; (I11) apresentar bom
rendimento de processo e boa retencdo dos compostos fendlicos totais e casticina; (IV) porque
0 extrato atomizado sem carreador a 160 °C apresentou melhor estabilidade durante a
estocagem do que o seu analogo a 130 °C.

Para 0 amargor e a sensacdo de picancia, os resultados mostraram que ndo houve
diferenga significativa (p<0,05) entre o po microencapsulado e o p6é misturado
mecanicamente, ou seja, a microencapsulagdo do extrato de vitex por spray dryer com 15 %
de goma arabica ndo foi suficiente para mascarar ou atenuar a sensacdo de ardéncia e o
amargor. Quando avaliados os chocolates meio amargos para a sensacdo de ardéncia as
amostras com o extrato de vitex livre e encapsulado néo apresentaram diferenga significativa
(p<0,05), porém, para o amargor o chocolate que continha o vitex na forma encapsulada
mostrou ser mais amargo do que o chocolate com vitex na forma livre, em outras palavras, a
encapsulacdo nas condi¢fes testadas ndo foi suficiente para mascarar o sabor do vitex. No
entanto, como visto na se¢do 6.5.3. mesmo ndo mascarando o sabor, o chocolate foi bem
aceito, devido a que o amargor proveniente do extrato dos frutos de vitex combinou com o
amargor do chocolate meio amargo, pois era um sabor ja esperado. Assim sendo, mesmo nédo
havendo sido mascarado eficientemente o sabor do extrato de vitex, foi possivel desenvolver
um produto funcional para combater os sintomas da TPM bem aceito.

De fato, em outros trabalhos realizados por nosso grupo de pesquisa, a
microencapsulacdo mostrou-se efetiva para mascarar o amargor de peptideos de caseina
(ROCHA et al., 2009) e para minimizar o gosto e aroma marcantes da prépolis (NORI et al.,
2011), o que possibilitou a aplicacdo destes materiais em barras de proteina (ROCHA et al.,
2009) e salame (BERNARDI et al., 2013), respectivamente, com boas aceitacdes sensoriais.
Todavia a microencapsulagéo, nas condicdes testadas, ndo foi suficiente para mascarar ou

minimizar o sabor desagradavel do extrato de vitex, porque o sabor do extrato de vitex pode
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ser muito forte e peculiar, dificil de mascarar, e pela baixa concentragdo do agente carreador,

devendo ser feitos futuros testes com concentragfes maiores de carreador.

7. Conclusodes

Foi possivel determinar as condi¢Ges Otimas para se obter um extrato rico em
compostos fendlicos a partir dos frutos de vitex, com alto teor de casticina e alta atividade
antioxidante. No extrato obtido confirmou-se a presenca dos seguintes compostos: casticina,
acido protocatecuico, &cido p- hidroxibenzoico e agnusideo que apresentam caracteristicas
antioxidante, antimicrobiana e citotoxica. Destacando-se 0s compostos casticina e agnusideo
por serem capazes de regular os sintomas da TPM.

Spray-drying é uma tecnologia interessante para a producdo de extrato em p6 de vitex,
uma vez que este processo pode tornar o extrato mais facil de embalar, armazenar,
comercializar, manipular e usar, além de proteger seus compostos bioativos. Além disso, 0s
poOs apresentam baixa atividade de agua, o que impede o crescimento de microrganismos e a
ocorréncia de reacfes bioquimicas que podem degradar o extrato.

Em geral os pds produzidos apresentaram bons resultados em relagdo ao rendimento
de processo, retencdo e estabilidade durante a estocagem dos compostos bioativos, no entanto,
apresentaram baixa estabilidade no armazenamento em diferentes umidades relativas, sendo
considerados p6s muito higroscopicos. A microencapsulacdo nas condicGes testadas ndo foi
suficiente para mascarar ou atenuar a sensacdo de ardéncia e o amargor. Portanto,
recomendam-se futuros estudos da atomizacéo do extrato dos frutos de vitex com maior teor
de carreador, para avaliar melhor o efeito da concentracdo do carreador na estabilidade
durante o armazenamento em diferentes umidades relativas e no potencial em mascarar ou
atenuar a sensacao de ardéncia e o0 amargor.

Os chocolates meio amargos produzidos apresentaram boas caracteristicas fisico-
qguimicas e muito boa aceitacdo sensorial. Ressalta-se que mesmo que a encapsulacao por
spray dryer nas condigdes estudadas ndo mascarou o sabor do extrato de vitex, os chocolates
foram bem aceitos, pois como se tratava de um chocolate meio amargo, o amargor
proveniente do extrato dos frutos de vitex combinou com o amargor do chocolate.

Portanto, foi possivel produzir um extrato dos frutos de vitex concentrado, encapsula-

lo e aplica-lo como ingrediente com potencial funcional para minimizar sintomas da TPM em
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chocolate meio amargo. Assim, foi possivel desenvolver um produto funcional para combater

os sintomas da TPM bem aceito.
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