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RESUMO

DO CARMO, Laisa Bernabé. Extrato de café verde microencapsulado com
diferentes agentes e métodos de secagem e sua aplicagdo em bebida lactea:
efeitos sobre caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade e aspectos
sensoriais. 2019. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientador: Prof. Dr. André
Gustavo Vasconcelos Costa. Coorientadores: Prof. Dr. Sérgio Henriques Saraiva e
Prof. Dr. Tarcisio Lima Filho.

O café verde é rico em compostos bioativos com atividade antioxidante, como o acido
clorogénico, cafeina e trigonelina. Esses compostos possuem agao benéfica na
reducao do risco de resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares, além de efeito
protetor contra o cancer. O desenvolvimento de produtos com maior conteudo
antioxidante tem despertado o interesse da industria alimenticia, por agregar valor
nutricional aos produtos. Ainda, a incorporacao de fibras alimentares em produtos
alimenticios contribui para a composicao nutricional. O presente estudo teve como
objetivo encapsular o extrato de café verde pelas técnicas de secagem por atomizagao
(SD) e liofilizagéo (LF), utilizando dois agentes encapsulantes, incorporar em bebidas
lacteas nao fermentadas e avaliar os efeitos sobre a caracteristicas fisico-quimicas,
estabilidade de compostos bioativos e aspectos sensoriais. O extrato de café verde
foi obtido por meio do processo de lixiviagdo em contracorrente. Apds, a
microencapsulacdo dos extratos foi realizada por secagem em spray dryer ou
liofilizagdo, utilizando a polidextrose ou inulina como agente encapsulante na
proporcao 1:2 (v/v). Foram elaboradas uma formulagédo base (controle, CT — bebida
lactea sem extrato de café verde) e 4 bebidas lacteas a partir da formulacao base,
porém adicionadas de extrato encapsulado com polidextrose por spray dryer (PD-SD)
ou por liofilizagao (PD-LF) ou extrato encapsulado com inulina por spray dryer (IN-SD)
ou por liofilizagdo (IN-LF). Os extratos encapsulados foram caracterizados quanto a
umidade, atividade de agua, pH, higroscopicidade, solubilidade, fendlicos totais,
atividade antioxidante, conteudo de cafeina, acido clorogénico, trigonelina, tamanho e
estrutura das particulas. Avaliou-se o efeito da incorporagdo dos extratos
encapsulados em bebidas lacteas ndo fermentadas sobre o conteudo fendlico,
capacidade antioxidante, estabilidade de cafeina, acido clorogénico e trigonelina e
acidez ao longo de 7 dias de armazenamento. Os aspectos sensoriais foram
analisados quanto a aceitacao e intencdo de compra dos produtos. O extrato seco por
LF com IN apresentou menor umidade (0,35 g/100g), atividade de agua (0,03) e
higroscopicidade (14,93%), em relacdo aos extratos secos utilizando as outras
condicbes de estudo. As técnicas e os agentes encapsulantes ndo apresentaram
diferencas significativas (p>0,05) em relagao a solubilidade, fendlicos totais, atividade
antioxidante, teor de cafeina e acido clorogénico. Para a trigonelina, o extrato
encapsulado com IN apresentou teor ligeiramente menor (4,87 mg/g) que o extrato
encapsulado com PD quando o SD foi utilizado (p<0,05). As particulas secas por SD
apresentaram forma esférica, enquanto os produtos liofilizados apresentaram
estruturas irregulares. Em comparagao ao CT, as bebidas lacteas incorporadas com
os extratos encapsulados apresentaram maior conteudo fendlico total (variagao: 3,05
a 3,42 mg AGE/mL) e maior atividade antioxidante, tanto pelo ensaio ABTS (variacao:
101,25 a 109,30 pmol Trolox/mL) quanto pelo ensaio DPPH (variagao: 6,78 a 14,56

Xi



pmol Trolox/mL). Observou-se que a adigao dos extratos encapsulados permitiu maior
atividade antioxidante ao final de 7 dias de armazenamento, em relagao ao CT. A
microencapsulagado permitiu a liberacdo controlada dos compostos bioativos nas
bebidas, em que foi observado um aumento no teor de cafeina, acido clorogénico e
trigonelina durante o armazenamento. As bebidas formuladas com os extratos
encapsulados apresentaram boa aceitacao pelos consumidores, em que a bebida IN-
LF apresentou melhor aceitagdo para os atributos impressao global e intengdo de
compra. Em suma, a microencapsulacado do extrato de café verde mostrou ser uma
opg¢ao promissora para manutencado de compostos bioativos, apresentando potencial
aplicacao na melhoria das propriedades das bebidas lacteas para a salude, em que o
extrato encapsulado por LF com IN apresentou caracteristicas fisicas mais desejaveis
e permitiu a formulacdo de um produto com melhor aceitacao sensorial.

Palavras-chave: café verde, Coffea canephora, encapsulacdo, compostos bioativos,
bebidas lacteas.
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ABSTRACT

DO CARMO, Laisa Bernabé. Microencapsulated green coffee extract with
different agents and drying methods and its application in dairy beverage:
effects on physical-chemical characteristics, stability and sensorial aspects.
2019. Dissertation (Master in Food Science and Technology) — Universidade Federal
do Espirito Santo, Alegre — ES. Advisor: Prof. Dsc. André Gustavo Vasconcelos Costa.
Co-advisor: Prof. Dsc. Sérgio Henriques Saraiva and Prof. Dsc. Tarcisio Lima Filho.

Green coffee is rich in bioactive compounds with antioxidant activity, such as
chlorogenic acid, caffeine and trigonellin. These compounds have a beneficial effect in
reducing the risk of insulin resistance, cardiovascular diseases, and protectives effects
against cancer. The development of products with higher antioxidant content has
attracted the interest of the food industry, by adding nutritional value to the products.
Furthermore, the incorporation of dietary fibers into food products contributes to the
improvement of nutritional aspects. The objective of the present study was to
encapsulate the green coffee extract by spray-drying (SD) and freeze-drying (LF)
techniques, using two encapsulating agents, incorporate into unfermented dairy
beverages and evaluate the effects on characteristics physicochemical, stability of
bioactive compounds and sensory aspects. The green coffee extract was obtained by
counter-current leaching process. After the microencapsulation of the extracts was
performed by spray-drying or freeze-drying, using polydextrose or inulin as
encapsulating agent in the ratio 1:2 (v/v). It was elaborated a base formulation of
unfermented dairy beverage (control, CT - without green coffee extract) and 4 dairy
beverages from the base formulation, but added with extract encapsulated with
polydextrose by spray-drying (PD-SD) or freeze-drying (PD-LF) or with extract
encapsulated with inulin by spray-drying (IN-SD) or freeze-drying (IN-LF). The extracts
encapsulated were characterized as moisture, water activity, pH, hygroscopicity,
solubility, total phenolics, antioxidant activity, caffeine content, chlorogenic acid,
trigonelline, particle size and structure. It was evaluated the effect of the incorporation
of extracts encapsulated in dairy beverages on phenolic content, antioxidant capacity,
caffeine, chlorogenic acid and trigonelline stability and acidity over 7 days of storage.
The sensorial aspects were analyzed regarding the acceptance and intention to
purchase the products. The dry extract by LF with IN showed lower humidity (0.35
g/100gq), water activity (0.03) and hygroscopicity (14.93%), in relation to dry extracts
using the other conditions. The techniques and encapsulating agents did not present
significant differences (p>0.05) in relation to solubility, total phenolics, antioxidant
activity, caffeine content and chlorogenic acid. For trigonelin, the IN encapsulated
extract presented slightly lower content (4.87 mg/g) than the PD encapsulated extract
when the SD was used (p<0.05). The SD particles were spherical in shape, whereas
the freeze-drying products showed irregular structures. Compared to CT, the dairy
beverages incorporated with the encapsulated extracts had higher total phenolic
content (variation 3.05 to 3.42 mg AGE/mL) and higher antioxidant activity, both by
ABTS (variation 101.25 to 109.30 umol Trolox/mL) and by DPPH assay (variation 6.78
to 14.56 umol Trolox/mL). It was observed that the addition of the encapsulated
extracts allowed greater antioxidant activity at the end of 7 days of storage, in relation
to CT. The microencapsulation allowed the controlled release of the bioactive
compounds in the beverages, in which an increase was observed in the caffeine,
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chlorogenic acid and trigonelin content during storage. The beverages formulated with
the encapsulated extracts presented good acceptance by the consumers, in which the
beverage IN-LF presented better acceptance for the attributes global impression and
intention of purchase. In summary, the microencapsulation of the green coffee extract
showed to be a promising option for the maintenance of bioactive compounds,
presenting potential application in the improvement of the health properties of the dairy
beverages, in which the extract encapsulated by LF with IN presented more desirable
physical characteristics and allowed the formulation of a product with better sensory
acceptance.

Keywords: green coffee, Coffea canephora, encapsulation, bioactive compounds,
dairy beverages.
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1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor mundial de café, cuja produgao total foi de 61,7
milhdes de sacas em 2018. A produgao de café Arabica (Coffea arabica) foi de 47,5
milhdes de sacas (77%) e a produgéo de café Conilon (Coffea canephora) foi de 14,2
milhdes de sacas, representando 23% da produgao total do pais (CONAB, 2018). O
Brasil € o segundo maior mercado consumidor, sendo superado somente pelos
Estados Unidos (EMBRAPA, 2018).

O Espirito Santo é o maior produtor de café Conilon do pais, sendo responsavel
por aproximadamente 63% da produgao nacional, que obteve um aumento de 52% na
producdao em 2018 (CONAB, 2018). A cafeicultura € uma importante atividade
econbmica para o estado, sendo a principal fonte de renda na maioria das
propriedades rurais capixabas, gerando varios empregos diretos e indiretos
(INCAPER, 2018).

O café da espécie Coffea canephora possui algumas vantagens quando
comparado com o Coffea arabica, como tolerancia a temperaturas elevadas, a
deficiéncia hidrica, a baixas altitudes e maior resisténcia a pragas e doencas (FARAH,
2012; CONAB, 2018). Além disso, se destaca por ser mais rico em compostos
antioxidantes, cafeina e sdlidos soluveis. Em termos comerciais, o Conilon vem
ganhando participagdo no mercado de café, sendo utilizado na fabricagdo de café
soluvel e na formulagao de blends comerciais, proporcionando corpo a bebida, além
de aumentar o rendimento (FARAH, 2012).

O café verde, também denominado café cru, caracterizado pelas sementes nao
torradas dos frutos de Coffea, é rico em compostos bioativos, como acido clorogénico,
cafeina e trigonelina (FARAH, 2012; SWIECA et al., 2017). Essa composi¢do quimica
depende de fatores intrinsecos, como espécie e grau de maturacao, e de fatores
extrinsecos, como clima e composicdo do solo (FARAH, 2012). O café verde da
espécie Coffea canephora, quando comparado com Coffea arabica, apresenta
maiores teores de acido clorogénico e cafeina (FARAH, 2012; BABOVA;
OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016; GETACHEW; CHUN, 2016), os quais sdo os principais
compostos bioativos que contribuem para a maior atividade antioxidante do café verde
(BUDRYN et al., 2014; BABOVA; OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016).



Estudos sugerem que o consumo de café verde exerce efeito benéfico sobre a
resisténcia a insulina, reduzindo o risco de diabetes e de doencas cardiovasculares,
além de apresentar efeitos anticarcinogénicos (SARRIA et al., 2016;
GOUTHAMCHANDRA et al., 2017). Essas propriedades benéficas exercidas pelos
constituintes do café verde contribuem para um maior interesse na incorporagdo em
varios produtos alimenticios. Swieca et al. (2017), em um estudo com p&o de trigo
enriquecido com farinha de café verde, observaram aumento significativo do conteudo
fendlico e da capacidade antioxidante dos produtos incorporados. Resultados
semelhantes foram encontrados por Seczyk, Swieca e Gawlik-Dziki (2017), em estudo
com leite de soja. Além disso, Donmez, Mogol e Gékmen (2017) observaram que a
adicao de 2% de p¢ liofilizado de café verde pode aumentar a consisténcia e reduzir
a taxa de sinérese em iogurtes.

O extrato de café verde possui ainda propriedades antioxidantes contra a
oxidacao lipidica em sistemas alimentares, melhorando a qualidade e estabilidade do
produto, durante o processamento e o armazenamento (BUDRYN et al., 2014).
Porém, sabe-se que os antioxidantes naturais sdo sensiveis ao calor e a luz, além de
serem facilmente oxidados, o que pode limitar a sua aplicacdo na industria de
alimentos. Uma forma de minimizar esse problema, é a aplicacdo das técnicas de
encapsulagdo, como a secagem por atomizagao (spray-drying) e a liofilizagao,
utilizando um material encapsulante. Por meio dessas tecnologias, as substancias de
interesse séo incorporadas em uma matriz de revestimento, formando microparticulas.
Assim, os compostos bioativos ficam protegidos por essa matriz, retardando os
processos de degradagao, controlando sua liberagdo e melhorando a sua estabilidade
(AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016). As técnicas de secagem por atomizacgao e
liofiizacdo sao técnicas de secagem bem estabelecidas e muito utilizadas para
encapsulacao de diversas substancias farmacéuticas, microrganismos, polifendis,
vitaminas, minerais, corantes, entre outros (PASRIJA et al, 2015; RAY;
RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016; PEREIRA et al., 2018). Os produtos
encapsulados podem ser utilizados no desenvolvimento de uma variedade de
alimentos e bebidas.

As bebidas lacteas sdao bebidas suaves, de baixa viscosidade e versateis
(GUEDES et al., 2013), que ganharam destaque no mercado mundial por envolver

processamento simples e serem aceitas por consumidores de diferentes faixas etarias



(DA SILVEIRA et al, 2015). A produgéao de bebida lactea se tornou uma das principais
alternativas de aproveitamento do soro de leite gerado durante a produgéo de queijo
pelas industrias, evitando o desperdicio e a poluigdo ambiental, quando descartado
indevidamente (THAMER; PENNA, 2006; GUEDES et al., 2013; DA SILVEIRA et al.,
2015). Além disso, apresentam um valor nutricional interessante devido ao seu teor
de proteinas, lactose, minerais e vitaminas (THAMER; PENNA, 2006; GUEDES et al.,
2013). Dessa forma, associada as caracteristicas nutricionais do soro lacteo, a
procura dos consumidores por alimentos mais saudaveis, seguros e praticos, tem
contribuido para o aumento da producdo de bebidas lacteas nos ultimos anos
(GUEDES et al., 2013).

Neste contexto, a aplicacdo de extrato de café verde microencapsulado em
produtos alimenticios, como as bebidas lacteas, mostra-se promissora, uma vez que
€ capaz de enriquecer o produto em relacdo a compostos antioxidantes, além de

conferir protecado contra a degradacgao.



2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo Geral

Encapsular o extrato de café verde pelas técnicas de secagem por atomizagao
e liofilizagao, utilizando dois agentes encapsulantes. Incorporar em bebidas lacteas
nao fermentadas e avaliar os efeitos sobre a caracteristicas fisico-quimicas,

estabilidade de compostos bioativos e aspectos sensoriais.

2.2.Objetivos Especificos

¢ Avaliar a composigao centesimal da matéria-prima;

o Elaborar extratos encapsulados pelos processos de microencapsulagao por spray
dryer e liofilizagao;

¢ Realizar a caracterizacgao fisico-quimica dos extratos encapsulados;

¢ Analisar os extratos encapsulados em relacdo aos teores de compostos fendlicos
totais, atividade antioxidante, cafeina, acido clorogénico e trigonelina;

¢ Incorporar os extratos encapsulados em bebidas lacteas nao fermentadas;

o Estudar a estabilidade da cafeina, acido clorogénico e trigonelina, compostos
fendlicos, atividade antioxidante e acidez do produto durante o armazenamento;

¢ Realizar analises microbioldgicas, para fins de analise sensorial;

¢ Avaliar a aceitacao e intencdo de compra das bebidas lacteas formuladas;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.0rigem e importancia econémica do café no Brasil

A planta do café, o cafeeiro, pertence a familia das Rubiaceae e ao género
Coffea, englobando diversas espécies, das quais apenas duas s&o cultivadas
comercialmente, Coffea arabica e Coffea canephora. As demais espécies sao de
grande importancia nos programas de melhoramento genético (FERRAO et al., 2007).
O cafeeiro é originario das regides altas da Etidpia, pertencente ao continente
africano, onde ainda faz parte da vegetacao natural (ABIC, 2018).

No Brasil, o café foi introduzido na regiao norte no século XVIII, em Belém, onde
mudas da espécie Coffea arabica, conhecida como café Arabica, foram trazidas da
Guiana Francesa. O cultivo se expandiu rapidamente, em funcdo das condicdes
climaticas favoraveis, tornando-se uma grande riqueza brasileira. A cultura do café
contribuiu fortemente para a economia e desenvolvimento do pais, inserindo-o em
relagdes comerciais internacionais, além de impulsionar a construcao de ferrovias e
de novas cidades (ABIC, 2018).

O café continua a ser um dos produtos mais importantes para o pais.
Atualmente, o Brasil lidera a produgcdao mundial de café, responsavel por
aproximadamente 32% do mercado mundial, com uma produgao total de 61,7 milhdes
de sacas em 2018, um aumento de 37,1% em relagcdo a produgédo anterior
(EMBRAPA, 2018; CONAB, 2018). O pais também se destaca por ser o segundo
maior consumidor mundial de café, ficando atras somente dos Estados Unidos
(EMBRAPA, 2018).

O Brasil € um dos maiores exportadores de café no mundo. Em 2018, as
exportacdes de café movimentaram um montante de US$ 4,5 bilhdes de doélares para
o pais (CECAFE, 2018). Atualmente, o café € uma importante fonte de receita para o

Brasil, além de gerar varios empregos na agropecuaria nacional (MAPA, 2017).

3.2. Coffea canephora: variedades Conilon e Robusta

A produgédo de café no Brasil e no mundo concentrava-se apenas na espécie
Coffea arabica. Entretanto, a expansao da espécie Coffea canephora iniciou-se ao
final do século XIX, devido a necessidade de encontrar plantas resistentes a ferrugem

que afetou os cafezais do sul e leste da Asia. A espécie C. canephora se mostrou



resistente a doenga e passou a ser alvo de estudos cientificos visando a sua
exploragao econdmica (FASSIO; SILVA, 2007; RODRIGUES, 2014).

As areas de origem dessa espécie encontram-se proximas a regido do Congo,
na Africa tropical, em altitudes abaixo de 1000 metros. Dessa forma, o café da espécie
C. canephora apresenta maior tolerancia a baixas altitudes, a temperaturas elevadas,
a deficiéncia hidrica e também € mais resistente a doencas e parasitas quando
comparado ao C. arabica (FARAH, 2012).

A espécie C. canephora inclui diversas variedades como ‘Kouilou’, ‘Robusta’,
‘Sankutu’, ‘Bakaba’, ‘Niaculi’, ‘Uganda’, dentre outras. Entre estas variedades, a
‘Kouilou’, denominada aqui no Brasil como Conilon, € a mais importante pelo seu
volume de producdo e valor industrial (FASSIO; SILVA, 2007; FERRAO et al., 2007).

Para essa espécie ha dois grupos de materiais genéticos distintos,
denominados Congolense e Guineano, que foram classificados com base em
marcadores enzimaticos e nas diferengas geogréficas. O primeiro grupo, Congolense,
é oriundo da Africa Central e inclui o café conhecido como Robusta (Figura 1A), o qual
é caracterizado por ter um habito de crescimento mais ereto, caule de maior didmetro,
pouco ramificado, maturagao tardia e maior tolerancia as doengas. O segundo grupo,
Guineano, é originario do oeste da Africa e inclui o café do tipo Conilon (Figura 1B),
sendo caracterizado por apresentar crescimento mais arbustivo, caules ramificados,
folhas mais alongadas, florescimento precoce e maior resisténcia a seca (FERRAO et
al., 2007).

Figura 1 - Plantas tipicas da espécie Coffea canephora: variedade Robusta (A);

variedade Conilon (B).
Fonte: Souza et al. (2015).



As espécies de café diferem na sua aparéncia, no sabor e no conteudo de
cafeina. Os graos de C. canephora originam um café de gosto distinto, com sabor
mais 4aspero, amargo e apresentam menor acidez. O teor de cafeina é
aproximadamente 50 a 60% superior ao café arabica. Além disso, se destaca por ser
mais rico em solidos soluveis (FARAH, 2012; THURSTON, 2013; RODRIGUES,
2014).

Em fungéo de sua menor acidez, maior teor de solidos soluveis e por apresentar
maior rendimento apés o processo de torrefacao, os cafés da espécie C. canephora
sao utilizados pela industria como componente essencial na fabricacdo de café
soluvel, fazendo parte de mais de 80% da composicao destes. Ainda, sédo utilizados
na formulagdo de misturas comerciais com café arabica, chegando a participar até
50% nos blends, contrabalanceando a acidez do arabica, além de proporcionar corpo
a bebida e aumentar o rendimento (FASSIO; SILVA, 2007; FARAH, 2012).

O Vietna é o maior produtor e exportador dessa espécie, responsavel por cerca
de 45% da produgao global. O Brasil se encontra como o segundo maior produtor e o
terceiro exportador, sendo responsavel por até 20% da produgéao global (OIC, 2018).

Em relagdo a producgao brasileira, o cultivo ocorre em nove estados brasileiros,
sendo eles: Minas Gerais, Espirito Santo, Mato Grosso, Bahia, Ceara, Rondénia,
Amazonas, Para e Acre (CONAB, 2018). O Espirito Santo € o maior produtor de café
Conilon do pais, com uma de producio de 8,99 milhdes de sacas no ano de 2018,
representando em torno de 63% da producéo total brasileira. Dessa forma, o estado
capixaba € um importante contribuidor para que o Brasil seja caracterizado como
segundo maior produtor mundial de C. canephora (FASSIO; SILVA, 2007; CONAB,
2018).

O cultivo de café Conilon € uma importante atividade do setor agricola
capixaba, sendo a principal fonte de renda em 80% das propriedades rurais
localizadas em terras quentes, compreendendo cerca 40 mil propriedades rurais em
63 municipios capixabas, gerando em torno de 250 mil empregos diretos e indiretos
(INCAPER, 2018). O estado é referéncia brasileira e mundial no desenvolvimento da
cafeicultura do Conilon, com uma produtividade média que ja alcangou 35 sacas por
hectare. A produtividade das lavouras evoluiu muito nos ultimos anos, o que pode ser
atribuido ao desenvolvimento e a ado¢ado de novas tecnologias desenvolvidas em
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Rural (Incaper), em parceria com diversas instituigdes, que tornaram o processo
produtivo mais eficiente (FASSIO; SILVA, 2007; INCAPER, 2018).

3.3.0 termo café verde e sua composig¢ao quimica

O termo "café verde", derivado do inglés green coffee, refere-se as sementes
cruas ou nao torradas dos gréos beneficiados de Coffea (SEMEN et al., 2017). No
Brasil, o café € um dos produtos agricolas de maior relevancia no comércio
internacional. O pais exporta tanto C. arabica quanto C. canephora sob as formas de
graos crus, torrados, soluvel e na forma de extratos ou esséncias. Porém, cerca de
88% do café que é exportado € na forma de graos crus (MAPA, 2018).

O café verde tem uma composigao quimica complexa de polissacarideos,
lipidios, proteinas, aminoacidos livres, acidos fendlicos, polifendis, vitaminas e
minerais, sendo que os principais componentes estao apresentados na Tabela 1 (WEI,
TANOKURA, 2015; SEMEN et al., 2017). Além disso, sao conhecidos como uma fonte
rica de compostos bioativos que possuem atividades antioxidantes e sequestradoras
de radicais livres, como os acidos clorogénicos, os acidos hidroxicindmicos, a cafeina
e a trigonelina (FARAH, 2012; BUDRYN et al.,, 2014; BABOVA; OCCHIPINTI;
MAFFEI, 2016; SEMEN et al., 2017; SWIECA et al., 2017).

A composi¢cado quimica dos graos varia principalmente em razao de aspectos
genéticos e fisiologicos, como a espécie e o grau de maturacdo. Além desses fatores
intrinsecos, fatores extrinsecos como clima, composigao do solo, praticas agricolas e
condi¢cbes de armazenamento pds-colheita também afetam a composi¢cao quimica das
sementes, mas em menor grau. Dessa forma, a qualidade do café pode variar
consideravelmente entre amostras de mesma espécie e variedade cultivadas em
regides diferentes (FARAH, 2012). Comparando as principais espécies de café, os
graos verdes da espécie C. canephora, por exemplo, apresentam maiores teores de
acido clorogénico e cafeina. Por outro lado, o café verde da espécie C. arabica é mais
rico em sacarose, por isso apresentam um sabor e aroma mais agradaveis (FARAH,
2012; GETACHEW; CHUN, 2016; BABOVA; OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016).



Tabela 1 - Principais componentes dos graos de café verde (% m/m, peso seco).

Componente C. arabica C. canephora
Polissacarideos 34 - 44 48 - 55
Sacarose 6-9 0,9-4
Outros agucares redutores 0,1 0,4
Proteinas 10 - 11 11-15
Aminoacidos livres 0,5 0,8-1
Acidos graxos 10 - 14 8-10
Outros lipidios ~2 ~4
Minerais 3-42 44-45
Cafeina 09-13 1,56-2,5
Trigonelina 0,6-2 0,6-0,7
Acido clorogénico 41-79 6,1-11,3
QOutros acidos organicos ~1,4 ~1,4

Fonte: Adaptado de Farah (2012) e Wei e Tanokura (2015).

3.3.1. Constituintes majoritarios

Os principais constituintes do café sao os carboidratos, seguidos de lipidios,
proteinas e agucares livres. Os carboidratos podem representar mais de 50% do peso
seco dos graos de café verde. A fragdo de polissacarideo nos gréos de C. canephora
podem constituir de 48 a 55% do peso seco e € composta principalmente por trés
polimeros, a saber: arabinogalactana, manana e celulose. Em relacéo ao C. arabica,
os polissacarideos respondem entre 34 a 44% da matéria seca. A composigcéo de
polissacarideo dos graos verdes de C. canephora e C. arabica sdo semelhantes,
diferindo apenas no teor de arabinogalactana, o qual é maior na primeira espécie
(FARAH, 2012; WEI; TANOKURA, 2015; CAPORASO et al., 2018).

A sacarose € o carboidrato simples mais abundante nos graos verdes, sendo
importante para o sabor e a qualidade do café. Outros carboidratos simples como
frutose, glicose, manose, arabinose e rafinose também s&o encontrados no café
verde, porém em quantidades menores (FARAH, 2012). Os gréos de C. arabica
apresentam maiores teores de sacarose que o C. canephora, pois apresentam maior
atividade de sacarose sintase e acido invertase no estagio inicial do desenvolvimento
do grdao (WEI; TANOKURA, 2015). A sacarose, quando hidrolisada, € uma fonte de

acucares redutores livres (glicose e frutose), participando das reagdes de Maillard,
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Strecker e da caramelizacao do agucar durante a torrefacao do café. A partir dessas
reacdes sdo geradas varias classes de compostos como furanos, aldeidos e acidos
carboxilicos, que sao importantes para o desenvolvimento da cor, sabor e aroma da
bebida (FARAH, 2012; WEI; TANOKURA, 2015). Assim, o maior teor de sacarose do
café arabica € uma das razbes para estes apresentarem um aroma e sabor de
qualidade superior ao robusta e conilon (GEROMEL et al., 2006; FARAH, 2012).

A fracao lipidica dos graos de café verde & composta principalmente por
triacilglicerdéis (em torno de 75%), acidos graxos livres (1%), esterois (2,2%), esterdis
esterificados com acidos graxos (3,2%) e tocoferdis (em torno de 0,04 a 0,06%), que
sdo componentes tipicos encontrados em o6leos vegetais (FARAH, 2012; WEI,
TANOKURA, 2015). O conteudo total de lipidios varia consideravelmente entre as
espécies, sendo que em graos de C. arabica varia em média de 10 a 16% e o C.
canephora apresenta percentuais menores, variando de 8 a 14 % (CAPORASO et al.,
2018). A maioria dos lipidios esta localizada no endosperma dos graos de café verde,
€ apenas uma pequena quantidade, nomeada como cera de café, esta localizada na
camada externa dos graos (WEI; TANOKURA, 2015).

As proteinas, os peptideos e os aminoacidos livres representam em média de
10 a 16% da composicao quimica do café verde, sendo que o C. canephora apresenta
um teor ligeiramente maior que o C. arabica. O café ndo é considerado uma boa fonte
nutricional de proteina, devido sua composicdo aminoacidica desbalanceada
(FARAH, 2012). Foram detectados em torno de 29 tipos de aminoacidos livres em
extratos de café verde, os quais pode-se citar, a asparagina, alanina, aspartato,
prolina, serina, fenilalanina, &acido glutadmico, lisina, tirosina, leucina, triptofano,
isoleucina, arginina, histidina, dentre outros (WEI; TANOKURA, 2015).

As proteinas sdo potenciais precursores de sabor do café, uma vez que
participam das reacoes de Maillard. O desenvolvimento da cor e do aroma do café é
uma consequéncia das reac¢des de Maillard, que sao iniciadas pela interacdo do grupo
carbonila de um agucar redutor e o grupo amino livre de um aminoacido, um peptideo
ou até mesmo uma proteina. Dessa forma, as proteinas, peptideos e os aminoacidos
servem como precursores para a formacdo de compostos volateis, como furanos,
pirazinas, pirréis, aldeidos e compostos escuros, como melanoidinas. As melanoidinas
sao responsaveis pela cor do café e, em certa medida, pela sua atividade antioxidante
(FARAH, 2012; WEI; TANOKURA, 2015).
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3.3.2. Cafeina

A cafeina € uma xantina trimetilada, conhecida também como 1,3,7-
trimetilxantina (Figura 2). E um alcaléide do grupo das xantinas amplamente
conhecido devido a sua ocorréncia em algumas bebidas e alimentos mundialmente
consumidos (TELLO; VIGUERA; CALVO, 2011; HAMON et al., 2015).
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Figura 2 - Estrutura quimica da cafeina.
Fonte: Farah (2012).

A cafeina é sintetizada nas folhas jovens e nos frutos imaturos, acumulando-se
durante a maturagdo, podendo ser encontrada no pericarpo dos frutos e nas
sementes. A principal rota de sua biossintese é a partir da xantosina, que através de
trés reacdes de metilagdo e uma hidrélise através de um intermediario final, nomeado
de teobromina, resulta na formacgao de cafeina (KOSHIRO et al., 2006; HAMON et al.,
2015; PATAY; BENCSIK; PAPP, 2016).

As fontes naturais de cafeina incluem graos de café, graos de cacau, folhas de
chas, sementes de guarana e sementes de cola. O café é considerado a principal
fonte de cafeina no consumo diario, por apresentar um teor de cafeina geralmente
mais alto que as outras fontes naturais. Outros alimentos como bebidas energéticas,
chocolate, doces, assim como alguns medicamentos, também podem contribuir para
o consumo diario de cafeina (TELLO; VIGUERA; CALVO, 2011).

A cafeina é de grande importancia nas propriedades fisioldégicas do café, e por
apresentar caracteristicas amargas, contribui para o amargor final da bebida. O
conteudo de cafeina varia de acordo com a espécie, sendo que graos verdes da
espécie C. canephora podem apresentar o dobro de cafeina presente nos graos
verdes de C. arabica. Por outro lado, fatores ambientais e agricolas apresentam efeito
minimo sobre a concentragao de cafeina. Ainda, por ser um alcaléide estavel ao calor,
durante o processo de torrefacdo nao ocorre perda significativa. Assim, uma xicara da
bebida apresenta elevado teor de cafeina, em torno de 70 a 140 mg, dependendo da
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preparagao, da mistura e do tamanho da xicara (FARAH, 2012; WEI; TANOKURA,
2015).

O consumo de cafeina é conhecido por apresentar um efeito estimulante no
sistema nervoso central, mesmo em baixas doses, aumentando a capacidade de
concentracao e neutralizando o cansaco. No entanto, altas doses podem apresentar
efeitos negativos em individuos mais sensiveis, como insénia, ansiedade, irritabilidade
e alteragdes de humor (TELLO; VIGUERA; CALVO, 2011; FARAH, 2012).

3.3.3. Acido Clorogénico

Os acidos clorogénicos compreendem uma classe importante de compostos
fendlicos, que sado formados principalmente a partir de esterificagao de acidos trans-
cindmico, como por exemplo os acidos cafeico, ferulico e p-cumarico, com o acido
quinico (Figura 3). Esses compostos podem ser subdivididos de acordo com a
natureza do acido cindmico, pelo numero e pela posi¢ao de esterificacido no anel de
ciclo-hexano do acido quinico. Os ésteres sao preferencialmente formados com as
hidroxilas localizadas no carbono 5, 4 e 3 do acido quinico, e menos comumente, sdo
formados com a hidroxila do carbono 1 (MARIA; MOREIRA, 2004; FARAH, 2012).
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Figura 3 - Compostos basicos da estrutura do Acido Clorogénico (A); Monoésteres do
acido quinico com acidos hidroxicinamicos (exemplo de isémeros 5-) (B).
Fonte: Farah (2012).

Os principais subgrupos de &cidos clorogénicos que sdo mais facilmente
encontrados sédo os acidos cafeoilquinicos, os acidos dicafeoilquinicos, os acidos

feruloilquinicos e, menos abundantemente, os acidos p-cumaroilquinicos. Cada um
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desses subgrupos é constituido por pelo menos trés isdmeros posicionais principais,
além de compostos menores (FARAH, 2012; AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

Dentre os grupos de acidos clorogénicos, os mais abundantes na natureza séo
os acidos cafeoilquinicos, que representam em torno de 80% do teor total de acidos
clorogénicos que sao encontrados. Destes, o acido 5-O-cafeoilquinico (5-ACQ) foi o
primeiro composto a ser identificado, representa quase 60% e, portanto, é o isbmero
mais estudado e utilizado como modelo para estudar derivados dos acidos
hidroxicindmicos. Além disso, € um dos Unicos que se encontram disponiveis
comercialmente, juntamente com o isbmero 3-O-cafeoilquinico (SANTOS, 2009a;
FARAH, 2012; AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

Os acidos clorogénicos sao compostos fendlicos bioativos encontrados em
varios alimentos de origem vegetal, tais como café, cha verde, soja, trigo, em frutas
como maga, pera, ameixa, graviola, tomate e em alguns legumes como batata-doce,
alface e espinafre (WANG; WANG; YANG, 2007; GARAMBONE; ROSA, 2007;
SANTOS, 2009a; SHAO et al., 2014; AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

No café, parte de seus polifenois sdo representados por acidos clorogénicos,
podendo fornecer em torno de 0,5 a 1 g por dia de &cidos hidroxicindmicos aos
consumidores de café, dependendo da espécie e do tipo de processamento utilizado
(GARAMBONE; ROSA, 2007).

Segundo Farah (2012), os acidos clorogénicos sé&o responsaveis por conferir
adstringéncia, amargor e acidez ao café. O teor de acido clorogénico na espécie
Coffea canephora é geralmente de 1,5 a 2 vezes maior do que na Coffea arabica, mas
essa concentragao pode variar consideravelmente em ambas as espécies. Em geral,
os valores descritos na literatura, com base em peso seco, variam de 4 a 8% para C.
arabica e de 6 a 12% para C. canephora (FARAH; DUARTE, 2015).

O café verde é conhecido como uma das principais fontes alimentares mais
ricas em acidos clorogénicos, com conteudo igual ou excedido apenas pelas folhas
verdes de erva-mate. Por ndo apresentar toxicidade para os seres humanos, e devido
as suas propriedades antioxidantes e outros efeitos bioldgicos, o seu extrato seco vem
sendo utilizado na formulacao de outros produtos, incluindo o enriquecimento de café
instantaneo (FARAH; DUARTE, 2015).

Os graos de café verde compreendem nove isdmeros principais, sendo eles

trés de acidos cafeoilquinicos (3-; 4- e 5-ACQs), trés de acidos dicafeoilquinicos (3,4;

13



3,5 e 4,5-diACQs) e trés de acidos feruloilquinicos (3-;4- e 5-AFQs). O 5-ACQ € o mais
abundante nos graos de café verde, compreendendo mais de 50% do peso seco de
acidos clorogénicos totais. Os trés isdmeros dos acidos dicafeoilquinicos (diACQs)
representam, em conjunto, em torno de 10 a 20% do peso seco, e os isébmeros dos
acidos feruloilquinicos representam de 5 a 13% (NARITA; INOUYE, 2015). O
conteudo de acidos clorogénicos presentes em graos de café verdes de diferentes

variedades produzidas no Brasil estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Conteudo de acidos clorogénicos em graos de café verde de C. arabica e

C. canephora.

Conteudo (% m/m, peso seco)

Genétipo
ACQ AFQ diACQ Total ACG
Coffea arabica “Catuai vermelho” 5,49 0,28 0,68 6,45
Coffea arabica “Bourbon” 4,22 0,30 0,57 5,09
Coffea arabica “Mundo novo” 4,83 0,26 0,66 5,75
Coffea canephora “Robusta” 6,17 0,81 1,31 8,29
Coffea canephora “Conillon” 7,42 0,95 1,09 9,46

ACQ: total de &cidos cafeoilquinicos; AFQ: total de acidos feruloilquinicos; diACQ: total de acidos
dicafeoilquinicos; ACG: total de acidos cafeoilquinicos, feruloilquinicos e dicafeoilquinicos.
Fonte: Adaptada de Narita e Inouye (2015).

Algumas formas de processamento podem interferir no conteudo total de acidos
clorogénicos, pois esses compostos podem ser isomerizados e decompostos por meio
de tratamento térmico e/ou em condig¢des alcalinas (NARITA; INOUYE, 2015). Durante
a etapa de torrefagao do café, por exemplo, pode ocorrer perda de acidos clorogénicos
devido a sua instabilidade térmica (FARAH, 2012). Estes compostos sédo parcialmente
isomerizados, hidrolizados ou degradados a compostos de baixo peso molecular,
incluindo as lactonas e outros derivados fendlicos, e pode haver a incorporagéao de
melanoidinas, que contribuem para a cor, aroma, sabor, acidez e adstringéncia da
bebida. Por exemplo, o 5-ACQ, representante majoritario dos acidos clorogénicos no
café, durante a torra é hidrolisado, produzindo &cido quinico e caféico (LOPEZ-
GALILEA; DE PENA; CID, 2007; FARAH, 2012).

No estudo de Abrahdo et al. (2010), os autores observaram redugao nos

valores de 5-ACQ a medida que os graos de café foram torrados, confirmando a
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influéncia do processo de torra na composicao qualitativa e quantitativa desses
compostos. O café verde apresentou maior teor de acido clorogénico, ficando em
torno de 5,43 g/100g, enquanto que o café torrado apresentou conteudo de
aproximadamente 1 g/100g. Dessa forma, os graos de café verde parecem ser uma
melhor fonte desses compostos bioativos, quando comparados aos graos torrados
(SEMEN et al., 2017).

3.3.4. Trigonelina

A trigonelina, ou acido N-metilnicotinico, € um alcal6ide biologicamente
derivado da metilacido enzimatica do acido nicotinico. Semelhante a cafeina, seu
acumulo ocorre durante o desenvolvimento dos frutos de café (FARAH, 2012;
MIZUNO et al., 2014; ASHIHARA, 2015).

A biossintese de trigonelina ndo esta totalmente elucidada. Porém, acredita-se
que ¢ sintetizada a partir do acido nicotinico, em que a reagao é catalisada pela N-
metiltransferase de nicotinato, nomeada também como trigonelina sintase,
dependente de S-adenosil-L-metionina (SAM), apresentada na Figura 4 (MIZUNO et
al., 2014).

_COH P e

| SAM  SAH
CHy
Acido nicotinico Trigonelina

Figura 4 - Biossintese de trigonelina via acido nicotinico.
Fonte: Adaptado de Mizuno et al. (2014).

Ao contrario da cafeina, a trigonelina € amplamente distribuida no reino vegetal.
Estudos realizados mostraram a presencga de trigonelina em algumas leguminosas e
em algumas espécies de plantas, incluindo o café (ASHIHARA, 2015). O conteudo de
trigonelina em café corresponde entre 1 a 3% do peso seco dos graos (FARAH, 2012;
CAPORASO et al., 2018).

Sua importancia no café esta principalmente relacionada a sua degradagao
durante o processo de torrefagao, sendo um precursor para a formacéao de diferentes
classes de compostos volateis, como pirrdis e piridinas, que irdo contribuir para
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formagdo do aroma e sabor da bebida. A desmetilagdo da trigonelina durante a
torrefacao também produz acido nicotinico, conhecido como niacina, uma vitamina do
complexo B. Dessa forma, o conteudo de trigonelina nos graos de café torrados é
menor que o conteudo nos graos crus (CAMPA et al.,, 2004; FARAH, 2012;
CAPORASO et al., 2018).

Em relagédo as suas atividades biolégicas, em estudos in vitro, o tratamento
com trigonelina mostrou inibir a invasdo de células de cancer em figado. Este
composto também foi capaz de regenerar dendritos e axdnios em modelos animais,
sugerindo que pode atuar na melhora da memoria (DAGLIA et al., 2002; FARAH,
2012; ASHIHARA, 2015).

3.4.Beneficios do café verde na saude

Os graos de café verde sdao uma complexa matriz alimentar, que contém uma
variedade de compostos bioativos e antioxidantes, como a cafeina, acidos
clorogénicos e a trigonelina, que podem proporcionar varios efeitos benéficos para a
saude humana. A maioria dos estudos associaram a significativa atividade
antioxidante a presenca de compostos fendlicos, principalmente os acidos
clorogénicos. No entanto, deve-se ressaltar que no caso de produtos naturais, os
beneficios a saude estao relacionados aos efeitos sinérgicos de todos os compostos
presentes na matriz alimentar (FRANCA; OLIVEIRA, 2016).

Recentemente, o café verde vem recebendo consideravel atencédo devido a
varios estudos demonstrarem que contribui na reducdo da gordura visceral e peso
corporal, além de possuir efeitos anti-hipertensivos, anticancerigenos e antidiabéticos
(SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2017; SEMEN et al., 2017). Essas propriedades
benéficas exercidas pelos constituintes do café verde geraram um interesse no seu
uso como suplemento dietético e na sua incorporagdo em produtos alimenticios (DZIKI
et al., 2015; SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2017; SEMEN et al., 2017; SWIECA
et al., 2017; ZAIN; BABA; SHORI, 2018).

Gawlik-dziki et al. (2014), além de avaliarem a capacidade antioxidante de café
verde de diferentes origens (Etidpia, Quénia, Brasil e Coldmbia), estudaram também
o potencial desses cafés na inibicdo da enzima lipoxigenase. Na digest&o in vitro e na
simulagdo da digestdo intestinal, os fendlicos liberados foram potencialmente
bioacessiveis. Todos os extratos brutos demonstraram atividade inibidora contra

lipoxigenase, sendo que nao foram afetados pela digestéo simulada. Dessa forma, os
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autores concluiram que os graos de café verde sao uma excelente fonte de compostos
bioacessiveis capazes de proteger os lipidios contra a oxidagao.

Shimoda, Seki e Aitani (2006) realizaram um estudo para investigar os efeitos
do extrato de grdos de café verde no acumulo de gordura e no peso corporal em
camundongos. Os autores verificaram que a administragao oral com o extrato de café
verde proporcionou uma redugao no conteudo de gordura visceral e no peso corporal,
além de mostrar uma tendéncia a reduzir os triglicerideos hepaticos e aumento
significativo da atividade da carnitina palmitoiltransferase (CPT). Os resultados
sugerem que o extrato de café verde é eficaz na perda de peso e na diminuigao do
acumulo de gordura, pela inibicdo da absor¢cao de gordura e ativagdo do metabolismo
lipidico no figado. Resultados semelhantes foram encontrados por Choi et al. (2016),
gue observaram que o extrato de café verde tem potencial efeito anti-obesidade,
provocando redugédo do acumulo de gordura corporal.

Estudos também demonstraram os efeitos benéficos de extratos de café verde
sobre a pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos, observando que
ocorre uma reducao da pressao arterial dependente da dose de extrato que é
administrada na dieta (SUZUKI et al., 2002; ZHAO et al., 2012).

Um importante constituinte dos graos de café verde, o acido clorogénico, é
conhecido como agente hipoglicémico e que pode afetar o metabolismo lipidico. Sotillo
e Hadley (2002) estudaram os efeitos de acidos clorogénicos em ratos Zucker obesos,
hiperlipidémicos e resistentes a insulina. Ao final do experimento, observaram que o
tratamento com acido clorogénico diminuiu significativamente os niveis plasmaticos
de colesterol e triglicerideos, e que favoreceu para a melhora da tolerancia a glicose.

Outro estudo avaliou o efeito citotoxico do complexo de acido clorogénico de
graos de café verde em linhagens celulares de cancer de ratos e humanos. Os
resultados demonstraram que o complexo de acido clorogénico tem potencial na
inibicdo do céncer de codlon, podendo atuar como um agente quimiopreventivo
(GOUTHAMCHANDRA et al.,, 2017). Em outro estudo, Baeza et al. (2014)
investigaram o efeito do tratamento com extrato café verde e de seus principais acidos
hidroxicinamicos em células neoplasticas de figado. O tratamento diminuiu
significativamente a producdo de espécies reativas de oxigénio pelas células e

preveniu o dano celular e macromolecular quando um estresse oxidativo foi induzido.
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Estes autores concluiram que o extrato de café verde e seus principais polifendis,

oferecem uma protecéo significativa em células do figado contra o estresse oxidativo.

3.5.Incorporacgao de café verde em produtos alimenticios

A incorporagao de antioxidantes naturais, incluindo extratos de café verde, vem
sendo estudada com intuito de aumentar a estabilidade oxidativa dos produtos, além
de fornecer produtos alimenticios com melhor qualidade nutricional (BUDRYN et al.,
2013; BUDRYN et al., 2014; DZIKI et al., 2015; DONMEZ; MOGOL; GOKMEN, 2017;
SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2017; SWIECA et al., 2017; ZAIN; BABA; SHORI,
2018). A Tabela 3 apresenta alguns estudos que investigaram os efeitos da
incorporacao de café verde em diferentes produtos alimenticios.

Em sistemas alimentares, a prevencéo da oxidagado durante o processamento
e armazenamento € essencial para a manutencdo da qualidade e seguranga do
produto. As reacdes de peroxidacéo lipidica constituem uma das principais causas de
deterioracdo em alimentos, acarretando em alteragcbes sensoriais e perda da
qualidade (SALDANHA, 2005).

Budryn et al. (2014) estudaram o efeito da adicdo de extrato de café verde em
Oleo de girassol e em sistemas modelos de produtos de panificagdo. Observou-se que
a adicao do extrato de café verde em uma concentracao de 3 g/100g permitiu a
manutencéo de alto teor de acidos graxos poli-insaturados apds o aquecimento do
oleo e dos sistemas modelos analisados, limitando as perdas de acidos graxos poli-
insaturados em aproximadamente 65%. Outro ponto importante observado foi o
aumento das propriedades antioxidantes dos sistemas modelos enriquecidos,
resultante do alto conteudo de compostos antioxidantes derivados de graos de café,
em que essas propriedades foram mantidas apds o aquecimento. Ainda, Budryn et al.
(2013), em outro estudo, observaram maior atividade antioxidante em Donuts
incorporados com extrato de café verde. Este ultimo estudo verificou também menor
teor de acrilamida nos produtos apds a fritura, quando 0,5 e 1 g/100g de extrato de
café verde foram adicionadas. Outros estudos também verificaram aumento
significativo da capacidade antioxidante de paes, apds a incorporagao de farinha de
café verde (DZIKI et al., 2015; SWIECA et al., 2017; ZAIN, BABA; SHORI, 2018).
Resultados semelhantes foram encontrados por Seczyk, Swieca e Gawlik-Dziki (2017)

em seu estudo com leite de soja.
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Tabela 3 - Estudos com a incorporacao de café verde em produtos alimenticios.

Produto Forma de Concentragoes
Principais resultados Referéncias
alimenticio incorporagao utilizadas
Aumento do teor de polifendis, maior atividade
Budryn et al.
Donuts Extrato liofilizado 0,25, 0,5e 1 g/100g antioxidante e limitagdo na formagéao de
, . I e (2013)
hidroperoxidos lipidicos e acrilamida apos fritura.
Limitagdo da perda de acidos graxos poli-
. . . insaturados apés aquecimento e armazenamento, Budryn et al.
Oleo de girassol Extrato liofilizado 1,5 e 3 g/100g )
bem como aumento das propriedades (2014)

logurtes

Pao de trigo

Pao de trigo

Pao de trigo

Extrato liofilizado

Moido/Farinha

Moido/Farinha

Moido/Farinha

1e2g/100g

1,2, 3,4 e5g/100g

1,2, 3,4 e5g/100g

3,5e7g/100g

antioxidantes.

Diminui¢do da taxa de sinérese e aumento da

consisténcia durante armazenamento.

Aumento do conteudo de fendlicos totais, alta
bioacessibilidade e biodisponibilidade in vitro e
maior atividade antioxidante. Produto com

aceitacao satisfatoria.

Aumento do teor de fendlicos totais, aumento da
capacidade antioxidante e alta bioacessibilidade

in vitro.

Aumento do teor de fendlicos totais, da
atividade antioxidante e boas propriedades

sensoriais de mastigabilidade e textura.

Dénmez, Mogol e
Gokmen (2017)

Dziki et al. (2015)

Swieca et al.
(2017)

Zain, Baba e Shori
(2018)
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Em um estudo in vitro, Dziki et al. (2015) observaram que a digestao simulada
de café verde moido liberou fitoquimicos que atuam como agentes quelantes,
redutores e eliminadores de radicais livres. Os autores concluiram que os compostos
fendlicos do pao enriquecido com café verde podem ser altamente extraiveis com
mastigacdo, podendo apresentar alta bioacessibilidade e biodisponibilidade.
Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Swieca et al. (2017) e
Seczyk, Swieca e Gawlik-dziki (2017), em que os autores também observaram que os
fendlicos dos produtos enriquecidos foram altamente bioacessiveis in vitro.

Por outro lado, Dé6nmez, Mogol e Gékmen (2017), que estudaram o efeito da
incorporacéao de extrato de café verde liofilizado em iogurte, observaram que o extrato
café verde diminuiu significativamente a taxa de sinérese durante o armazenamento
e melhorou a consisténcia do produto. A diminuicdo na taxa de sinérese foi
proporcional ao aumento na concentragao de extrato de café verde. Os autores
mencionam ainda que os polifendis presentes no café verde podem interagir com
micelas de caseina no iogurte, e essa interagéo proteina-polifenol promoveu a forga

da rede de caseina e estabilizou a estrutura do produto.

3.6.Encapsulaciao de compostos bioativos como estratégia para melhoria da
qualidade do produto alimenticio

A adicao de compostos bioativos nas formulagdes de alimentos com intuito de
melhorar as suas propriedades promotoras de saude tem crescido ao longo dos anos
(SWIECA et al., 2017). Porém, essa pratica enfrenta alguns desafios, principalmente
no que diz respeito a estabilidade desses compostos durante o processamento e o
armazenamento dos produtos alimenticios (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007). Muitos
desses compostos, principalmente os antioxidantes naturais, sdo facilmente oxidados
e sensiveis a luz, ao calor e pH, o que limita a sua aplicacdo. A encapsulacado de
compostos bioativos € uma técnica que pode auxiliar a superar esses desafios
(AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; BALLESTEROS et al., 2017).

A microencapsulacido é uma tecnologia, na qual pequenas particulas de
materiais sélidos, liquidos ou gasosos sao envolvidas por um material de revestimento
ou incorporados em uma matriz homogénea ou heterogénea. Neste complexo sdo
formadas microparticulas, com didmetros que podem variar entre alguns micrometros
a alguns milimetros (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007; GHARSALLAOQOUI et al., 2007).
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A parte interna do complexo é denominada nucleo ou material ativo, enquanto que o
material de revestimento pode ser chamado de material de parede, membrana ou
agente encapsulante. Dessa forma, uma ou mais substancias sdo revestidas por um
material que fornece uma barreira fisica contra o ambiente envolvente (BARREIROS,
2009; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

O encapsulamento é capaz de preservar a estabilidade de compostos bioativos
durante processamento e armazenamento, uma vez que pode prevenir interacdes
indesejaveis destes com a matriz alimenticia; retardar processos de degradagéo,
como por exemplo reac¢des de oxidacdo ou hidrélise; melhorar a reten¢gdo no alimento
e permitir uma liberacdo controlada e prolongada. Além dessas vantagens, essa
técnica pode mascarar sabores e odores desagradaveis que alguns componentes
bioativos apresentam, incluindo o sabor amargo e a adstringéncia dos polifenois
(AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY,
2016; BALLESTEROS et al., 2017).

As propriedades fisicas e quimicas das microparticulas sdo determinadas pelo
material de revestimento e pela técnica utilizada. Varios materiais podem ser utilizados
como agente encapsulante, podendo ser naturais ou sintéticos e podem incluir
materiais poliméricos, hidrofilicos, hidrofébicos ou uma associagédo destes. Os
materiais de parede mais comuns usados na industria alimenticias incluem
carboidratos, celulose, gomas, lipidios e proteinas (BARREIROS, 2009; AGUIAR,
ESTEVINHO; SANTOS, 2016; BALLESTEROS et al., 2017).

Segundo Aguiar, Estevinho e Santos (2016) é importante que o material
selecionado seja compativel com o destino final das microparticulas, tenha baixa
viscosidade em altas temperaturas, seja capaz de formar um filme coesivo com o
material do nucleo, fornega propriedades especificas de revestimento como
estabilidade, resisténcia e flexibilidade, seja inerte em relagao aos compostos ativos
e permita a liberagdo controlada sob determinadas condi¢des. Ainda, outros fatores
devem ser levados em consideragado, como a disponibilidade, facilidade de manuseio
e o custo.

Diferentes técnicas de encapsulac¢ao sao utilizadas pela industria de alimentos:
coacervagao, emulsificagcao, extrusao, revestimento em leito fluidizado, complexacao
por inclusdo e ndo menos importante a atomizacao (spray-drying) e a liofilizagao
(freeze-drying) (GHARSALLAOUI et al., 2007; AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS,
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2016; BALLESTEROS et al., 2017). Conforme a técnica utilizada, as matrizes podem
apresentar varias formas (esferas, fiimes ou particulas irregulares), diferentes
estruturas (porosas ou compactas) e serem amorfas ou cristalinas. Estes aspectos
irdo influenciar na difusdo do material interno, bem como na sua estabilidade durante
o tempo de armazenamento (BARREIROS, 2009).

3.6.1. Secagem por atomizagao (Spray-Drying)

A secagem por atomizagdo € uma operagdo na qual um produto liquido é
atomizado dentro de uma camara de secagem com uma corrente de ar quente,
levando a formacdo de microesferas ou microcapsulas com menor tempo de
processamento, obtendo instantaneamente um pé (GHARSALLAOUI et al., 2007;
PASRIJA et al., 2015; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

O uso da secagem por atomizacdo é um método rapido e alternativo, em
relacdo aos metodos classicos, para secar compostos que sao altamente susceptiveis
a degradacgao. Devido ao tempo de secagem, a passagem da particula atomizada
através da zona de secagem é na ordem de 5 a 100 segundos. Dessa forma, esse
método proporciona curta exposicdo do produto a altas temperaturas
(GHARSALLAOQUI et al., 2007).

Dependendo da alocacao do atomizador em relagao ao difusor de ar quente,
temos a secagem concorrente ou a contracorrente. No processo concorrente, o liquido
€ atomizado na mesma direcao que o fluxo de ar quente, em que a temperatura de
entrada do ar é tipicamente de 150 a 220 °C, e o produto seco é exposto a
temperaturas moderadas, normalmente 50 a 80 °C, o que pode limitar as degradagdes
térmicas. Por outro lado, durante a secagem em contracorrente, o liquido é atomizado
na dire¢cao oposta ao fluxo de ar quente e o produto seco € exposto a temperaturas
mais elevadas (GHARSALLAOUI et al., 2007).

As principais variaveis deste processo que devem ser controladas/otimizadas
sao a temperatura de alimentagao, temperatura de entrada e saida de ar e o fluxo do
ar no sistema. A temperatura de alimentagao modifica a viscosidade da emulsao e
sua fluidez, afetando sua capacidade de ser atomizada de forma homogénea. Quando
a temperatura do ar de entrada é baixa, temos uma taxa de evaporacao baixa que
causa formacao de microcapsulas com membranas de alta densidade, com alto teor

de agua e com facilidade de aglomeragdo. No entanto, uma alta temperatura de ar de
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entrada provoca uma evaporacdo excessiva e resulta em trincas na membrana,
induzindo uma libertagdo prematura e rapida degradagdo do material ativo
(GHARSALLAOQUI et al.,, 2007; RAY, RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016;
PEREIRA et al., 2018).

A secagem por atomizacdo é a técnica mais utilizada na industria alimenticia
para produzir materiais microencapsulados. Essa técnica apresenta vantagens como:
simplicidade do processo; eficiéncia; custo relativamente baixo, quando comparado
aos outros métodos; alta estabilidade do produto seco final, que devido ao baixo teor
de umidade garante a estabilidade microbiolégica e evita degradacgdes quimicas;
reducao de volume, que facilita 0 manuseio, transporte e armazenamento do produto
final; além do produto apresentar boa solubilidade (GHARSALLAOUI et al., 2007;
KESHANI et al., 2015; PASRIJA et al., 2015). No entanto, a principal restricdo esta
relacionada ao limitado numero de materiais encapsulantes, os quais devem
apresentar boa solubilidade em agua, devido a maioria dos processos de secagem
por atomizacdo serem realizados a partir de formulagdes aquosas de alimentos
(PEREIRA et al., 2018).

A técnica de secagem por atomizagédo € amplamente utilizada na encapsulagao
de diversas substancias, tais como antibioticos, acidulantes, aromatizantes, corantes,
Oleos, vitaminas, proteinas, minerais, polifendis, extratos de frutas e vegetais, entre
outros produtos (KESHANI et al., 2015; PASRIJA et a., 2015; PEREIRA et al., 2018).

Rezende, Nogueira e Narain (2018) encapsularam extratos de polpa de acerola
e seus residuos por secagem por atomizagao (spray-drying) e liofilizacdo. Foi
observado que o tratamento com spray-drying apresentou o melhor perfil,
apresentando extratos encapsulados com concentracbes mais elevadas de
compostos bioativos, como antocianinas, flavonoides e compostos fendlicos totais,
maior atividade antioxidante e melhores caracteristicas fisico-quimicas, como menor
umidade, atividade de agua, higroscopicidade e maior solubilidade.

Santos et al. (2017) estudaram a extracdo de compostos antioxidantes do
bagaco de amora-preta e avaliaram o efeito da microencapsulagéo por spray-drying,
utilizando maltodextrina, na estabilidade das amostras em diferentes pHs. Os extratos
microencapsulados apresentaram menor variagdo de cor ao longo do
armazenamento, quando comparado aos extratos ndo encapsulados, e menor

degradagcédo de antocianinas. Foi observado que os extratos encapsulados

23



apresentaram maior estabilidade, apresentando maiores tempos de meia-vida e
menores constantes de degradacgéo de antocianinas em valores de pH até 5,0, sendo
possivel utiliza-los como corante e como compostos antioxidantes em diversos tipos
de alimentos, como iogurtes, bebidas lacteas, sucos, geléias, dentre outros.

Por outro lado, Abrahdo et al. (2019) avaliaram o encapsulamento
de compostos bioativos extraidos de borras de café expresso utilizando a técnica
de spray-drying. O encapsulamento foi realizado utilizando proteina isolada de soro
de leite e sua combinagdo com maltodextrina, goma arabica e inulina. Foi observado
que os encapsulados obtidos apresentaram quantidades consideraveis de
antioxidantes, como a cafeina e acido clorogénico, presentes na borra de café. As
amostras apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes, com formato
esférico, superficie enrugada e auséncia de fissuras na superficie, conferindo maior
protecao e estabilidade dos compostos bioativos. Os autores concluiram que os
produtos encapsulados podem ser potencialmente usados como um ingrediente
alimentar ou farmacéutico, permitindo a formulacdo de produtos com aspectos

funcionais.

3.6.2. Secagem a frio — liofilizagao (Freeze-drying)

A liofilizagdo, também chamada de secagem a frio, difere de outros métodos
de desidratagdo porque a agua é removida do alimento por sublimagdo e nao por
evaporagao, que é a técnica mais utilizada. E um processo de secagem & vacuo, em
que a agua congelada do alimento, sob determinadas condi¢cdes de pressido e
temperatura, se transforma em vapor de agua sem passar pelo estado liquido. O vapor
liberado € normalmente capturado na superficie de um condensador a temperaturas
muito baixas (FELLOWS, 2017; BERK, 2018).

A liofilizacdo € uma operacdo que envolve trés etapas, sendo elas o
congelamento, secagem primaria e secagem secundaria (PASRIJA et al., 2015;
MORAIS et al., 2016). Durante a etapa de congelamento, o produto é resfriado até
sua temperatura de congelamento, resultando na separacdo da maior parte da agua
em cristais de gelo. Durante a secagem primaria, a agua congelada no alimento &
removida por sublimagado. Para que isso ocorra, a pressao de vapor e temperatura da
camara devem estar abaixo do ponto triplo da agua, em torno de 610 Pa e 0,01 °C.

Dessa forma, quando calor é aplicado lentamente ao alimento congelado o gelo
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sublima diretamente em vapor, sem passar pela fase liquida. Normalmente, a maior
parte da agua € removida nesta etapa. A terceira etapa € a secagem secundaria, em
gue a agua nao congelada ligada a estrutura do produto é removida por dessorgao,
até valores de umidade que mantenham o produto estavel, podendo-se obter valores
de umidade em torno de 1 a 3% (KASPER; FRIESS, 2011; MORAIS et al., 2016;
FELLOWS, 2017; BERK, 2018).

A liofilizagao é uma técnica muito utilizada na desidratagao e encapsulagao de
materiais sensiveis ao calor, podendo ser aplicada a substancias farmacéuticos,
enzimas, microrganismos, condimentos, corantes, vitaminas, minerais, O6leos,
polifendis, extratos e polpas de frutas, vegetais, produtos lacteos e outros. Por utilizar
baixas temperaturas minimiza os danos aos nutrientes e substancias bioativas
termossensiveis. Quando o processo € bem-sucedido preserva a maioria das
propriedades iniciais da matéria-prima, como aparéncia, cor, sabor e atividade
bioldgica, além do produto final apresentar boa capacidade de reidratacao (PASRIJA
et al., 2015; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016; FELLOWS, 2017).

No entanto, algumas desvantagens desse processo sdo o alto custo, devido ao
alto consumo de energia e o longo tempo de processamento. Além disso, durante o
processo € formada uma barreira com uma estrutura porosa entre o agente ativo e o
ambiente envolvente, o que pode oferecer baixa protecao a este componente ativo
quando uma liberagdo prolongada € desejada (RAY, RAYCHAUDHURI,
CHAKRABORTY, 2016; FELLOWS, 2017; BERK, 2018).

Lucas, Zambiazi e Costa (2018) avaliaram o conteudo de biocompostos e
caracteristicas fisicas da polpa de acai seca pelos métodos de secagem por
atomizacéo (spray-drying), secagem em leito de jorro e liofilizagdo. Foi observado que
a polpa de acai seca pelo método de liofilizagdo apresentou os melhores resultados,
uma vez que obteve maiores teores de antocianinas e carotenoides, e menor teor de
umidade. Concluiu-se que a polpa de agai pode ser seca e ainda preservar alta
concentracdo de biocompostos, sendo adequada para aplicacdo em alimentos
saudaveis.

Por outro lado, Pasrija et al. (2015) estudaram a microencapsulagéo de extrato
de cha verde pelos métodos de secagem por atomizagao (spray-drying) e liofilizagao,
utilizando trés materiais de parede diferentes, a maltodextrina, b-ciclodextrina e uma

combinacdo de ambos. Os autores observaram que os extratos encapsulados pela
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técnica de liofilizagdo exibiram maior eficiéncia de encapsulagao (em torno de 60 e
76%) e maior atividade antioxidante, quando comparado com os encapsulados com
spray-drying. Os extratos encapsulados com maltodextrina apresentaram melhores
caracteristicas fisico-quimicas. Além disso, ao incorporar os extratos encapsulados
em pao de trigo, foi observado que a cor e o sabor dos paes com os extratos
encapsulados foram ligeiramente melhores do que do pao com extrato puro de cha
verde. Dessa forma, a microencapsulagdo pode ter mascarado ligeiramente o sabor
adstringente do cha verde.

Em um outro estudo, Ballesteros et al. (2017) avaliaram o encapsulamento por
liofilizagdo e secagem por atomizacdo de compostos fendlicos extraidos de borras de
café. Maiores eficiéncias de encapsulacao para composto fendlicos totais e
flavondides foram obtidas quando os extratos foram encapsulados por liofilizacao
usando maltodextrina como material de parede, com uma reteng¢ao de 62% e 73%,
respectivamente, das quantidades presentes no extrato original. Maiores valores de
atividade antioxidante também foram encontrados nos extratos encapsulados por

liofilizacao.

3.7.Aspectos funcionais e tecnolégicos da inulina

A inulina é um polissacarido de reserva presente em varias espécies vegetais
(BARREIROS, 2009) e pertence a uma classe de fibras alimentares conhecidas como
frutanos (SINGH; SINGH; LARROCHE, 2019). Alguns exemplos de plantas que
contém grandes quantidades de inulina sao a alcachofra de Jerusalém, raiz de
chicoria, alho, raiz de aspargo e raiz de dente-de-ledo (MENSINK et al., 2015).

Estruturalmente, a inulina € composta por unidades de [B-D-frutofuranosil
ligadas entre si por ligagcdes B(2—1), e possuem uma molécula de glicose na
extremidade redutora, unida por uma ligagao do tipo (a1-p2), como apresentado na
Figura 5 (MENSINK et al., 2015; GUPTA et al., 2019; SINGH; SINGH; LARROCHE,
2019).

O grau de polimerizacao (GP) da inulina pode variar de 2 a 60 unidade de
frutose, dependendo da fonte vegetal, da forma de colheita, das condigbes do
armazenamento pos-colheita e também da forma como é realizado o processo de
extragao e purificacdo (BARREIROS, 2009; MENSINK et al., 2015). Por definigédo, os

frutanos com grau de polimerizagao inferior a 10 sdo designados por oligofrutoses ou
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frutooligossacarideos, e os que apresentam grau de polimerizagdo superior a 10
denominam-se de inulina (BARREIROS, 2009; MENSINK et al., 2015; GUPTA et al.,
2019).

Q OH

OH

OH
HO

Figura 5 - Estrutura molecular da inulina.

Fonte: Mensik et al. (2015).

Para a producéo industrial, a inulina é predominantemente extraida das raizes
de chicdria (Cichorium intybus L.), pois € a fonte com maior conteudo de inulina, em
torno de 65 a 79% da composi¢cao (GUPTA et al., 2019). O processo de obtengao
envolve basicamente trés etapas: extragcdo em agua quente, purificacao e secagem.
Na etapa de extracdo, condicbes como pH do meio, temperatura, tempo de ebulicdo
e relagdo agua-raiz devem ser otimizadas, para maximizar o conteudo de inulina
extraido. A purificagdo do composto € realizada principalmente utilizando-se a
diferenga de solubilidade das fragbes com diferentes graus de polimerizagao
presentes nos extratos. Processos como aquecimento e resfriamento em combinacao
com filtragéo, ultrafiltragdo, decantagcéo e centrifugacdo podem ser utilizados para
produzir diferentes fracbes de peso molecular da inulina (MENSINK et al., 2015;
GUPTA et al., 2019). A inulina extraida de raizes de chicdria tem baixo GP (<20),
sendo hidrofilica e facilmente separada (GUPTA et al., 2019). Por outro lado, inulina
com alto GP (> 25) pode ser precipitada utilizando solventes organicos como etanol,
metanol e acetona. O terceiro e ultimo passo envolve a secagem, que normalmente é
realizada pelo processo de secagem por pulverizagao (MENSINK et al., 2015; GUPTA
et al., 2019).
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Apds a secagem, a inulina apresentam-se sob a forma de um p6 branco, de
facil manuseamento, amorfo, inodoro, com sabor levemente doce, pH levemente acido
a neutro, estaveis a temperatura ambiente e com alta estabilidade térmica
(BARREIROS, 2009; GUPTA et al., 2019).

Ainulina € muito utilizada na industria de alimentos devido a suas propriedades
nutricionais e tecnoldgicas (MEYER et al., 2011). E utilizada como um ingrediente
alimentar funcional, devido as suas propriedades de fibra alimentar soluvel e seus
efeitos prebidticos (BARREIROS, 2009; KARIMI et al., 2015). Devido a configuragao
das ligagdes glicosidicas em sua estrutura, a inulina ndo é digerida, hidrolisada e
absorvida na porcdo superior do trato gastrointestinal, sendo fermentada pelas
bactérias do célon (PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012; GUPTA et al., 2019).
Da fermentagao, ocorre a produgao de acidos graxos de cadeia curta (acido acético,
acido propibnico e acido butirico), acido lactico, hidrogénio e diéxido de carbono. Estes
compostos estimulam o crescimento de bactérias probidticas, como as bifidobactérias
e lactobacilos, e suprimem o crescimento de bactérias patogénicas. Essas bactérias
probidticas, quando presentes em quantidades adequadas, proporcionam efeitos
benéficos ao equilibrio e as fungdes fisioldégicas da microbiota intestinal (BARREIROS,
2009; PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012). Além desses beneficios, a inulina
apresenta outras propriedades funcionais, tais como: melhora da constipagao
intestinal, reducdo do risco de cancer do colon, melhoria na absor¢gédo de calcio,
reducdo dos niveis de triglicerideos e colesterol e contribuem para uma menor
incidéncia de doencas cardiacas (BARREIROS, 2009; PIMENTEL; GARCIA;
PRUDENCIO, 2012; GUPTA et al., 2019).

Atualmente, os prebidticos sdo utilizados como ingredientes alimenticios em
diversos produtos funcionais (BARREIROS, 2009). No brasil, a inulina e os
frutooligossacarideos fazem parte da lista de alegacdes de propriedades funcionais
aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2019). Dessa
forma, a sua incorporagédo em alimentos e bebidas, além de auxiliar na ingestao diaria
de fibras, contribui para o equilibrio da flora intestinal.

O uso tecnolégico da inulina baseia-se em suas propriedades como substituto
do acucar, especialmente em combinagcdo com adogantes de alta intensidade, como
substituto de gordura e como modificador de textura (MEYER et al., 2011; KARIMI et
al., 2015; MENSINK et al., 2015; GUPTA et al., 2019). As propriedades tecnoldgicas
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da inulina estao relacionadas com o seu grau de polimerizagao (GP). Moléculas com
baixo GP s&o utilizados como edulcorantes de baixo valor calérico, s&o mais soluveis
e mais doce (1/3 do poder edulcorante da sacarose) que a inulina de cadeia longa,
por isso pode ser considerado um substituto natural do agucar, pois em combinacao
com outros edulcorantes sintéticos, funciona como intensificador de sabor em
determinados produtos alimenticios (BARREIROS, 2009). A inulina também
apresenta propriedade de formacao de gel quando misturada a agua ou leite,
resultando em uma estrutura cremosa (BARREIROS, 2009; PIMENTEL; GARCIA;
PRUDENCIO, 2012). Isso ocorre devido a habilidade da inulina de formar microcristais
gquando misturada a agua ou leite. Esses microcristais ndo sao percebidos na boca,
mas interagem para formar textura cremosa que promove uma sensagao semelhante
ao da gordura na boca (BARREIROS, 2009; MEYER et al., 2011; PIMENTEL,;
GARCIA; PRUDENCIO, 2012; GUPTA et al, 2019). O gel apresenta textura
espalhavel, homogénea e aspecto brilhante (PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO,
2012). A taxa de cristalizagdo, o tamanho do cristal e a firmeza do gel dependem da
concentracao de inulina, do grau de polimerizagao, do tratamento de cisalhamento e
do tratamento térmico (MEYER et al.,, 2011). Inulina com maior GP tém uma
solubilidade menor quando comparada com as moléculas de menor GP e, dessa
forma, cristalizam e formam géis mais rapidamente (MEYER et al., 2011; PIMENTEL;
GARCIA; PRUDENCIO, 2012).

Como agente substituto das gorduras, a inulina é muito utilizada em produtos
lacteos, como leite, bebidas lacteas, iogurte, queijo e sorvete (MEYER et al., 2011;
PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012; KARIMI et al., 2015; MENSINK et al.,
2015; GUPTA et al., 2019). Outros exemplos de aplicagdo da inulina em alimentos
incluem a sua incorporacdo em recheios, sobremesas, molhos, paes, biscoitos e
cereais (MEYER et al., 2011; PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012).

Além das propriedades tecnoldgicas de substituto do agcucar e de melhorador
de textura, a inulina também pode ser utilizada como agente encapsulante de
compostos bioativos (ZABOT et al., 2016). Os materiais de parede comumente usados
incluem gomas, maltodextrinas, amidos modificados e proteinas (BARREIROS, 2009;
AGUIAR, ESTEVINHO; SANTOS, 2016; ZABOT et al., 2016; BALLESTEROS et al.,
2017). No entanto, essas substancias ndo apresentam atividades funcionais como a

inulina. Dessa forma, incrementar ou substituir esses materiais comumente usados

29



por materiais funcionais, torna-se uma alternativa promissora no encapsulamento de
compostos bioativos.

Fernandes, Borges e Botrel (2014) avaliaram os efeitos da substituicdo parcial
da goma arabica e amido modificado pela inulina sobre as caracteristicas do éleo
essencial de alecrim microencapsulado por spray-drying. Observou-se que a
presenca de inulina melhorou a molhabilidade das particulas e diminuiu a
higroscopicidade. Zabot et al. (2016) avaliaram o efeito da substituicdo do amido
modificado por inulina nas caracteristicas de microcapsulas de extrato de orégano. A
utilizag&o da inulina proporcionou eficiéncia de encapsulagao de 66%, maior retengcao
de timol (84%), reducao no tamanho das microparticulas e maior estabilidade térmica
a 220 °C. Os autores concluiram que a mistura de inulina com amido modificado foi
eficaz para encapsular o extrato de orégano e reter seu composto biotivo, o timol.

Dias et al. (2018) avaliaram os efeitos do uso da maltodextrina e inulina como
agente encapsulante de suco de maracuja adicionado de bifidobactérias submetido
ao processo de secagem por pulverizagdo. Foi observado que o uso da inulina
resultou em maior porcentagem de encapsulacao de células viaveis (86,67%). Além
disso, durante o armazenamento dos produtos a 25 °C por 30 dias, as amostras
encapsuladas com inulina apresentaram menor perda de Vviabilidade das
bifidobactérias. O uso da inulina também permitiu a obtengdo de amostras com
melhores caracteristicas fisicas, como menor higroscopicidade, umidade e atividade
de agua.

Bernardes et al. (2019) microencapsularam extrato fendélico de polpa de frutos
jussara por spray-drying utilizando maltodextrina, inulina e goma arabica como
agentes encapsulantes. Foi observada que a utilizagdo da inulina apresentou maiores
percentuais de encapsulacao de fendlicos totais (87,7%) e antocianinas (69,7%),
proporcionando boa eficiéncia de microencapsulacao. Além disso, foi verificado que a
incorporacdo das microcapsulas elaboradas com inulina em sistema-modelo de
gelatina proporcionou maior protecdo as antocianinas e apresentou melhores
parametros de cor da gelatina ao longo do armazenamento, em comparagdo com 0s
outros agentes.

Estes estudos demonstram que a inulina pode ser utilizada como um agente
encapsulante alternativo para a protecdo de compostos bioativos, possibilitando o

desenvolvimento de novos materiais encapsulantes, que podem também ter
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demandas funcionais, baseado nas propriedades prebidticas e de fibra alimentar da
inulina e na procura dos consumidores por alimentos que oferecam beneficios

adicionais para a saude.

3.8.Aspectos funcionais e tecnologicos da polidextrose

A polidextrose é um polissacarideo altamente soluvel em agua e atua como
fibra dietética (BURDOCK; FLAMM, 1999; PUTAALA, 2013; IBARRA et al., 2015). E
obtida sinteticamente pela condensacédo de glicose na presenga de sorbitol e um
catalisador acido adequado (acido citrico ou fosférico), sob alta temperatura e sob
vacuo parcial. Normalmente, a glicose de milho é utilizada (BURDOCK; FLAMM, 1999;
PUTAALA, 2013; VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT, 2016). Durante o processo, é
importante que o tamanho do polimero seja controlado, a fim de restringir a formacgéao
de moléculas de grande peso molecular, evitando a formag¢ao de materiais insoluveis.
Ao final, o polimero é submetido a varios procedimentos de limpeza, que permite
produzir varias qualidades de polidextrose (VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT,
2016).

O grau de polimerizagao (GP) da polidextrose varia entre 2 a 110 (GP médio
normalmente de 12 unidade de glicose), com peso molecular médio de 2000 Daltons.
E uma molécula com estrutura tridimensional complexa, altamente ramificada e
contém todas as diferentes combinagdes de ligagdes glicosidicas do tipo a- e B(1—2),
(1—3), (1—4) e (1—6), sendo mais predominante as liga¢des (1—6) (PUTAALA,
2013; VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT, 2016). A estrutura molecular
representativa da polidextrose € apresentada na Figura 6.

Comercialmente, apresenta-se sob a forma de um pd branco-amarelado,
amorfo e de sabor neutro, cujo valor calérico é de 1 kcal/grama. E estavel dentro de
uma ampla faixa de pH e temperatura, tornando-a ideal para uso em uma variedade
de alimentos processados, mesmo aqueles com valores mais baixos de pH
(BURDOCK; FLAMM, 1999; VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT, 2016).
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Figura 6 - Estrutura molecular da polidextrose. Radical “R” pode ser hidrogénio,

sorbitol, ponte de sorbitol ou outras cadeias de polidextrose.
Fonte: Putaala (2013).

A polidextrose é amplamente aceita como fibra soluvel e possui as
caracteristicas de fibras alimentares cientificamente comprovadas, incluindo o
aumento do volume fecal, diminuigao do tempo de transito, melhora na consisténcia
das fezes, melhora da constipagao e reducéo do pH fecal (JIE et al., 2000; PUTAALA,
2013; VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT, 2016). A polidextrose € parcialmente
digerida no intestino delgado apés administragao oral, em que aproximadamente 30%
é fermentada no intestino grosso e 60% ¢é excretada nas fezes (YOSHIOKA,;
SHIMOMURA; SUZUKI, 1994; JIE et al.,, 2000). Como a polidextrose & apenas
parcialmente digerida, durante o transito gastrointestinal atua como substrato para
fermentacdo sacarolitica ao longo do colon (PUTAALA, 2013), favorecendo o
crescimento da microbiota benéfica, maior produgéo de acidos graxos de cadeia curta
e menor produgdao de metabdlitos carcinogénicos (JIE et al.,, 2000; VEENA;
SURENDRA NATH; SUMIT, 2016). Outras vantagens metabdlicas da polidextrose
incluem o aumento da saciedade, redu¢ao do peso corporal, controle da glicemia pés-
prandial e respostas a insulina e possui efeitos hipocolesterolémicos (PUTAALA,
2013; VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT, 2016).

As propriedades tecnoldgicas da polidextrose baseiam-se na sua capacidade
de texturizagdo e de manter a umidade do produto. A polidextrose age como um
agente de volume, podendo ser utilizada como substituto do agucar e gordura, sem
comprometer a textura e a palatabilidade, proporcionando cremosidade aos produtos
(SANTOS, 2009b). Segundo Veena, Surendra Nath e Sumit (2016), as solugbes de
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polidextrose tem maior viscosidade do que as solugcdes de sacarose em
concentragdes e temperaturas equivalentes, permitindo que a polidextrose forneca as
qualidades desejaveis de textura ao substituir agucares. Devido ao seu baixo valor
caldrico, correspondendo a 25% das calorias do agucar (1 kcal/grama versus 4
kcal/grama) e apenas 11% das calorias da gordura (9 kcal/grama), a polidextrose &
amplamente utilizada para substituir a estrutura e a textura da sacarose e gordura em
produtos de baixa caloria, sendo a principal aplicacdo pela industria de alimentos
(BURDOCK; FLAMM, 1999; PUTAALA, 2013; VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT,
2016). E muito utilizada na formulacao paes, bolos, biscoitos, massas, sobremesas,
molhos, produtos lacteos, produtos carneos e em bebidas (PUTAALA, 2013; VEENA;
SURENDRA NATH; SUMIT, 2016).

O uso da polidextrose é aprovado pelo FDA (Food and Drugs Administration) e
em mais de 50 paises, ndo sendo demostrada nenhuma toxicidade a humanos
(BURDOCK; FLAMM, 1999; PUTAALA, 2013). No Brasil, a polidextrose compde a lista
de aditivos alimentares autorizados para uso, segundo as boas praticas de fabricagao.
O seu uso esta limitado a quantidade necessaria para atender o efeito tecnolégico
necessario, podendo ser utilizada como como agente de corpo e de massa,
espessante, estabilizante e umectante (BRASIL, 2010). Também ¢é listada nas
alegacgdes de propriedades funcionais aprovadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, onde é reconhecida como ingrediente funcional na categoria de fibra
alimentar (ANVISA, 2019).

Os beneficios funcionais e tecnolégicos da polidextrose levaram a um interesse
do seu uso como ingrediente no desenvolvimento de novos produtos saudaveis pela
industria alimenticia (VEENA; SURENDRA NATH; SUMIT, 2016). No entanto, a
polidextrose também pode ser utilizada como potencial agente encapsulante, apesar
de ser pouco estudada para encapsulamento de compostos bioativos (KUCK;
NORENA, 2016).

Silva et al. (2018) avaliaram o efeito protetivo da polidextrose como agente
encapsulante na microencapsulacao de Bifidobacterium por spray-drying. O uso da
polidextrose proporcionou a elaboracdo de microcapsulas com menores valores de
umidade e atividade de agua. Além disso, a contagem de células viaveis ficou acima
do recomendado para um produto ser classificado como probiodtico, demonstrando o

potencial protetivo da polidextrose como agente encapsulante nos processos de
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microencapsulagao por spray-drying. Em outro estudo, realizado por Okuro et al.
(2013), os autores também verificaram que a utilizagdo da polidextrose como co-
encapsulante de Lactobacillus acidophilus auxiliou na prote¢cdo do microrganismo
quando exposto as condi¢gdes gastrointestinais simuladas, bem como manteve os
microrganismos viaveis durante o armazenamento por 120 dias, a -18 e 7 °C.

Por outro lado, Cassol (2018) avaliou o uso da polidextrose e da proteina
isolada do soro de leite como agentes encapsulantes na microencapsulagéo por
atomizacéo e liofilizagdo de extrato de hibisco. Observou-se que o encapsulamento
por liofilizagado utilizando a polidextrose resultou em maior retengao de antocianinas
(77%), atividade antioxidante medida com radical DDPH (90%) e menor diferenca de
cor, em relagcédo ao extrato de hibisco in natura, demonstrando a potencial aplicagao
da polidextrose como agente encapsulante de compostos bioativos, podendo ter

diversas aplicagdes na industria de alimentos.

3.9.Consideracgoes finais

O café verde é uma matriz alimentar complexa, que contém uma variedade de
compostos bioativos, com propriedades antioxidantes, que proporcionam varios
efeitos benéficos para a saude humana. Varios estudos demonstraram que a
incorporagédo de café verde em produtos alimenticios é vantajosa para aumentar a
estabilidade oxidativa e fornecer produtos com melhor qualidade nutricional, com
aumento das propriedades antioxidantes. Além disso, estudos demonstram que esses
compostos antioxidantes do café verde podem apresentar alta bioacessibilidade e
biodisponibilidade.

O uso de tecnologias de encapsulacdo € uma alternativa para melhorar a
estabilidade dos compostos bioativos do café verde, uma vez que previne alteragbes
provocadas pelo calor, luz e pH. Ainda, essas tecnologias permitem uma liberagcéo
controlada do composto encapsulado, o que pode ser desejavel tanto para a qualidade
do alimento quanto para a saude humana. Ressalta-se a importancia de formular
microparticulas que apresentem boas propriedades fisico-quimicas e que preserve ao
maximo o conteudo de antioxidantes da matéria-prima. Outro ponto importante, é que
as microparticulas sejam adequadas para incorporacdo no produto de interesse, de

modo a ndo alterar suas caracteristicas sensoriais.
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Até o momento, nao foram encontrados estudos sobre a comparacao de
técnicas de secagem por atomizagado ou liofilizagdo para extratos de café verde.
Dessa forma, estudos sdo necessarios para desenvolver e otimizar o processo de
encapsulamento de compostos bioativos de café verde, visando obter um produto com
caracteristicas desejaveis, que permita a formulagcdo de produtos atrativos, com

adequadas caracteristicas nutricionais e sensoriais.
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4. MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi realizado nos laboratérios do Departamento de
Engenharia de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias
(CCAE/UFES) e nos laboratérios do Departamento de Farmacia e Nutricdo do Centro
de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo
(CCENS/UFES).

As amostras de café verde Conilon (Coffea Canephora) foram adquiridas na
propriedade Encosta do Caparad, localizada no municipio de Castelo - ES (latitude
20°57’ Sul, longitude 41°31’ leste e altitude de 110 m), referentes a safra 2017/2018.
Conforme informacdes dos produtores, o café foi colhido em maio de 2017, por meio
de colheita manual e posteriormente foi seco em secador horizontal rotativo de fogo
direto, a uma temperatura inicial de aproximadamente 200 °C, até umidade final de
13%.

Para melhor entendimento, as etapas gerais do estudo estdo apresentadas na

Figura 7.
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Figura 7 - Fluxograma referente as etapas do estudo.

4.1.Composicao centesimal da matéria-prima
Foram realizadas analises de umidade, proteinas, lipidios e cinzas das

amostras de café, de acordo com metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). A
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concentracao de carboidratos na amostra foi obtida por diferenga, em que o valor de

100% foi subtraido dos valores obtidos de umidade, proteinas, lipidios e cinzas.

4.2.Obtencao do extrato aquoso do café verde

Os graos de café verde foram moidos em moinho de facas tipo Willy SL-31
(Solab, Brasil) e peneirados para um tamanho de particulas variando de 1 a 1,18 mm.
Em seguida, o extrato aquoso foi obtido realizando o processo de lixiviagado do café
verde em 3 estagios em contracorrente. Para cada estagio foram pesados 20 gramas
do café verde moido, os quais foram submetidos a extracdo dos sélidos soltuveis com
100 mL de agua a 100 °C e a pressao atmosférica. As amostras de extrato de café
eram recolhidas apds obterem uma concentracdo em torno de 10°Brix, visando obter
maior rendimento de extracdo. Posteriormente, os extratos foram centrifugados a
2260 g por 5 minutos.

O teor de sodlidos soluveis totais (°Brix) foi determinado por leitura direta em
refratdbmetro digital de bancada (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.3.Microencapsulagao dos extratos — Spray drying e liofilizagao

A microencapsulacido dos extratos aquosos de café verde foi realizada
utilizando dois diferentes agentes encapsulantes, a polidextrose (PD) e inulina (IN),
ambos em uma concentragdo de 30%, previamente diluidos com agua destilada em
agitador magnético. A concentragao de 30% foi utilizada com base em estudos prévios
(SILVA et al., 2013; LIMA, 2016; BERNARDES et al., 2019).

Quantidades conhecidas de extrato e de cada agente encapsulante foram
misturadas, usando a proporgéo 1:2 (v/v), e foram homogeneizadas em agitador
magnético por 10 minutos até a completa dispersdo do material. O teor de sdlidos
soluveis totais (°Brix) foi medido usando um refratdmetro digital e posteriormente, as
amostras foram submetidas a processos de secagem por atomizacdo (SD) e
liofilizagao (LF).

A secagem por atomizacgao foi realizada utilizando um mini Spray Dryer ADL
311S (Yamato Scientific Co., Japao), com pressao maxima de ar comprimido de 0,1
MPa, fluxo de alimentacdao de 2 mL/min, fluxo de ar de secagem de 0,21 m*min e a

temperatura do ar de entrada de 150 °C. As amostras microencapsuladas obtidas
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foram armazenadas em embalagens de polietileno laminadas a temperatura de — 80°C
até o momento das analises.

Para a liofilizagao, as amostras foram previamente congeladas a — 20°C por 48
horas, e em seguida foram liofilizadas utilizando Liofilizador de bancada L101 (Liotop,
Brasil) a — 50 °C e aproximadamente 200 umHg por um periodo de 5 dias. O produto
final também foi armazenado em embalagens de polietileno laminadas e mantidos a

temperatura de — 80 °C.

4.4.Caracterizagcao dos extratos aquosos e dos extratos encapsulados de café
verde

Os extratos aquosos e os extratos encapsulados obtidos pelos processos de
secagem por atomizacao e liofilizagcdo foram analisados em relagcdo ao teor de
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante, teor de cafeina, acido clorogénico
e trigonelina. Para essas analises os extratos encapsulados foram reconstituidos em
agua, diluindo-se 2,5 gramas das amostras em 11 mL de agua destilada. Os extratos
encapsulados também foram caracterizados em relagéo a umidade, atividade de agua
(Aw), pH, higroscopicidade, solubilidade e analisados por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV).

4.4.1. Compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado de acordo com metodologia de
Singleton e Rossi (1965), com adaptacdes, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau e
acido galico (AG) como padréo. Brevemente, um volume de 0,6 mL do extrato aquoso
(diluido com agua destilada numa proporcéo de 0,1:25) e dos extratos encapsulados
(diluidos com agua destilada numa proporgao de 0,1:10) foram misturados com 3 mL
de reagente de Folin-Ciocalteu, também diluido com agua numa proporcéo de 1:10.
Apods 3 minutos, foram adicionados 2,4 mL de uma solugcédo de carbonato de sdodio
7,5% (Na2CO3). Em seguida, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente e
no escuro durante 60 minutos. As absorbancias das amostras foram medidas em
espectrofotdmetro (Termo Fisher Scientific, EUA) a 760 nm. Os resultados foram

expressos como mg equivalente de acido galico (AGE)/g de amostra.
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4.4.2. Atividade antioxidante pelo ensaio com radical ABTS

A determinagdo da atividade antioxidante pelo radical ABTS (acido 2,2'-
azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) foi realizada de acordo com metodologia
adaptada de Re et al. (1999). Em resumo, foi feito o preparo do radical ABTS pela
mistura de 7 mM de radical ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio. A mistura
foi armazenada em vidro &mbar, durante 16 horas, sob refrigeragao e no escuro. Apos,
a solucao foi ajustada com etanol 80% até uma absorbancia de 0,700 + 0,05 em
comprimento de onda de 734 nm. Em seguida, foram adicionados 0,5 mL do extrato
aquoso (diluido em agua destilada numa propor¢cao de 0,1:100) e dos extratos
encapsulados (diluidos em agua destilada numa proporgéo 0,1:50) a 3,5 mL do radical
ABTS ajustado e apds 6 minutos de reagao na auséncia de luz, foram realizadas as
leituras das absorbéancias em espectrofotdmetro (Termo Fisher Scientific, EUA) a 734
nm. O Trolox foi usado como padrao para a curva de calibracao, e os resultados foram

expressos como umol de Trolox/g de amostra.

4.4.3. Atividade antioxidante pelo ensaio com radical DPPH

A atividade antioxidante também foi determinada utilizando o radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil), seguindo a metodologia de Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995) e Bravo et al. (2013), com adaptac¢des. Brevemente, preparou-se uma
solugéo etandlica de 1 mM de DPPH, que foi ajustada com etanol 80% para uma
absorbancia de 0,700 + 0,05 a um comprimento de onda de 515 nm. Posteriormente,
aliquotas de 0,5 mL do extrato aquoso (diluido com agua destilada numa proporcao
de 0,1:100) e dos extratos encapsulados (diluidos com &gua destilada numa
proporcao de 0,1:50) foram adicionadas a 3,5 mL da solugao radical DPPH ajustada.
Apos a mistura, as absorbancias foram medidas em espectrofotdbmetro (Termo Fisher
Scientific, EUA) a 515 nm com 10 minutos de reacao para as amostras de extratos
encapsulados por liofilizagdo com inulina e polidextrose, com 20 minutos de reagao
para as amostras de extratos encapsulados em spray dryer com inulina, com 25
minutos para os extratos encapsulados em spray dryer com polidextrose e com 30
minutos de reacdo para as amostras de extrato aquoso. Nesse ensaio, o Trolox
também foi utilizado para a curva de calibracao, e os resultados foram expressos como

pumol de Trolox/g de amostra.
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O tempo de reacao das amostras foi obtido em teste preliminares, em que se
verificou o tempo necessario para que a absorbancia de cada amostra apresentasse
variagao inferior a 0,01, a cada 5 minutos de leitura, sugerindo o término da reagao

entre amostra e o radical.

4.4.4. Determinagao de cafeina, acido clorogénico e trigonelina

A deteccao e quantificacao simultanea de cafeina, acido clorogénico (5-ACQ)
e trigonelina foram realizadas utilizando um sistema cromatografico uPLC Acquity
(Waters Corporation, EUA), equipado com sistema de bomba quaternaria. As
condi¢cbes cromatograficas foram adaptadas de Abrahao et al. (2008). Em resumo, 2
ML das amostras de extrato aquoso (diluido na proporcao 0,1:25) e dos extratos
encapsulados (diluidos na proporgcao de 0,1:10) foram injetados em uma coluna de
fase reversa C18 (21 x 50 mm, 1,7 ym, Waters Acquity) mantida a 40 °C. A fase movel
utilizada consistiu em uma mistura na proporcao de 20:80:1 (v/v) de metanol, agua e
acido acético, com fluxo de 0,1 mL/min, elui¢ao isocratica e com tempo de corrida de
10 minutos. As amostras e a fase mével foram filtradas em membranas de 0,22 ym
antes da analise. A deteccgao foi realizada usando um detector de arranjo de diodos
(DAD), e os cromatogramas foram registrados a 272 nm.

A identificacdo dos compostos foi realizada comparando os tempos de retencao
com os obtidos para os padrbes comerciais de cafeina (Proquimicos, Brasil), &cido 5-
O-cafeoilquinico (Sigma-Aldrich, Alemanha) e trigonelina (Sigma-Aldrich, Alemanha),
cujos cromatogramas estdo apresentados no Apéndice A. A quantificagao foi feita
pela construgcdo de curvas de calibragdo com as areas dos picos dos padrdes
analiticos de cafeina (0,75 — 150 mg/L; Y = 3.107x - 3762,8; R2 = 1), acido clorogénico
(0,75 — 200 mg/L; Y = 9.10%x + 109,8; R2 = 0,99) e trigonelina (0,75 — 200 mg/L; Y =
1.107x + 20617; R2 = 0,99). A identificagdo dos compostos no extrato aquoso e nos

extratos encapsulados estdo apresentadas no Apéndice B.

4.4.5. Umidade
A umidade dos extratos encapsulados foi determinada por secagem direta de

aproximadamente 2 gramas de amostra em estufa a 105 °C, até peso constante
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
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4.4.6. Atividade de agua (Aw)
A atividade de agua dos extratos encapsulados foi determinada por leitura

direta em medidor de atividade de agua LabMaster (Novasina, Suica).

4.4.7. pH

Para essa analise, 5 gramas das amostras encapsuladas foram misturadas em
50 mL de agua destilada sob agitacdo por uma hora e em seguida, foi realizada a
leitura em potenciémetro digital (Tekna, Brasil), calibrado antes de todas as analises
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).

4.4.8. Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com metodologia de Cai e Corke
(2000). Aproximadamente 2 gramas das amostras encapsuladas, utilizadas na
determinagdo da umidade, foram acondicionadas em dessecadores contendo
solugbes saturadas de NaCl (75% de umidade relativa). Apés uma semana, as
amostras foram pesadas e a higroscopicidade foi expressa como gramas de umidade
absorvida por 100 g de sélidos secos (g/1009).

4.4.9. indice de solubilidade

A solubilidade dos extratos encapsulados foi determinada de acordo com
metodologia adaptada de Eastman e Moore (1984), que consistiu na adigdo de 0,5
grama de amostra em um béquer contendo 50 mL de agua destilada que foi agitado
a 100 rpm por 30 minutos, com posterior centrifugagcéo a 1570 g durante 5 minutos.
Em seguida, retirou-se uma aliquota de 25 mL do sobrenadante, que foi seca em
estufa a 105 °C, até peso constante. A solubilidade foi expressa em porcentagem,

sendo calculada como base na diferenca de peso, de acordo com a Equacéo 1:

(Pas x 2)
—X

Solubilidade (%) = Pa

100 (Equacgao 1)

Em que:
Pas = massa da amostra na aliquota de 25 mL, obtida apds a secagem em estufa (g)

Pa = massa inicial da amostra, incorporada em 50 mL (g)
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4.4.10. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As analises de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram realizadas no
Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins (LUCCAR) da
Universidade Federal do Espirito Santo. Os aspectos microestruturais dos extratos
encapsulados foram avaliados de acordo com metodologia adaptada de Silva et al.
(2013). As amostras foram colocadas sobre uma fita adesiva aderida a um suporte
metalico. Em seguida, foram revestidas com uma fina camada de ouro sob condicdes
de vacuo com auxilio do metalizador DESK V (Denton Vacuum, EUA). O tamanho e a
estrutura das particulas foram analisados em microscopio eletrénico de varredura
JSM-6610 LV (JEOL Ltd., Japao), em que as amostras foram observadas sob
magnitude de 100, 400, 3000 e 8000 vezes.

4.5.Incorporacao em bebidas lacteas

O soro de leite utilizado foi fornecido pela Agropecuaria e Agroindustria DGV
do municipio de Alegre, sendo proveniente da fabricacédo de queijo minas frescal,
anterior a etapa de salga. No recebimento, foi realizada analise de acidez (°Dornic) de
acordo com metodologia descrita por Instituto Adolfo Lutz (2008), para avaliar a
qualidade do produto, objetivando valores entre 8 a 14 °Dornic (LIMA, 2016).

Para elaboracao das bebidas lacteas nao fermentadas sabor cappuccino foram
utilizados 60% de leite pasteurizado (Colagua, Espirito Santo, Brasil) e 40% de soro
de leite, constituindo a base lactea. Na formulacdo também foram utilizados 7% de
sacarose (Paineiras, Espirito Santo, Brasil), 2% de chocolate em p6 (Nestlé, Sao
Paulo, Brasil), 1% de café soluvel (Nestlé, Sdo Paulo, Brasil), 0,2% de estabilizante
gelatina (Rica Nata, Minas Gerais, Brasil) e 0,05% de canela em p6 (Nativo, Espirito
Santo, Brasil). As concentragdes dos ingredientes foram calculadas em relagéo a base
lactea e foram determinadas por meio de testes preliminares. Ainda, as bebidas dos
grupos testes continham 5% de extrato de café verde encapsulado. Esta concentragéo
de extrato encapsulado foi estipulada para manter um limite minimo de consumo de
cafeina estabelecido pela ANVISA (2018), no qual objetivou-se valores entre 75 a 110
mg cafeina/porgao de bebida lactea.

Foram elaboradas cinco bebidas lacteas: controle (CT), com a formulacao
descrita anteriormente, porém sem pé contendo extrato de café verde; bebida lactea

com a adicdo do extrato encapsulado com polidextrose por spray dryer (PD-SD);
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bebida lactea com o extrato encapsulado com inulina por spray dryer (IN-SD); bebida
lactea com o extrato encapsulado com polidextrose por liofilizagdo (PD-LF); bebida
lactea com o extrato encapsulado com inulina por liofilizagdo (IN-LF).

Inicialmente, o soro de leite foi filtrado e aquecido a 70 °C durante 30 minutos,
para a inativagao do coalho. Posteriormente, foi feita a mistura do soro de leite, leite
pasteurizado, agucar e estabilizante que foi levada ao fogo para pasteurizagao, sob
agitacao, até atingir a temperatura de 65 °C mantida durante 30 minutos. Em seguida,
a mistura foi resfriada em agua corrente até aproximadamente 40 °C, e foram
adicionados o chocolate em pd, café soluvel, canela e os extratos encapsulados,
sendo homogeneizados até completa dissolugdo. A bebida final foi envasada em
embalagens de polietileno opacas, e mantidas sob refrigeracao (2 - 10 °C). As etapas

do processamento estdo apresentadas na Figura 8.

Pasteurizagao
(65 °C/ 30 minutos)

l

Adicao de chocolate em po, café J ‘ Resfriamento l
40°C

’ Leite pasteurizado + Soro de
leite + Sacarose + Estabilizante

| Aquecimento do soro de leite )

(70 °C/ 30 minutos) -

3 ‘

‘ Envase e armazenamento | ¢e=m .
_ | solivel, canela e extratos encapsulados

Figura 8 - Fluxograma da elaborac¢ao da bebida lactea ndo fermentada.

4.6.Estabilidade dos compostos na bebida lactea durante o armazenamento

A estabilidade da cafeina, acido clorogénico e trigonelina nas bebidas lacteas
nao fermentadas foi analisada ao longo de 7 dias de armazenamento, considerado
um tempo de consumo adequado para esse tipo de produto, em que foram coletadas
amostras nos tempos 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas.

Para essa analise, os extratos das bebidas lacteas foram obtidos de acordo
com metodologia de Swieca et al. (2017), com adapta¢des. Em resumo, 1 mL das
bebidas lacteas foram extraidas com 20 mL de tampado PBS (solugédo salina
tamponada com fosfato, pH 7,4) durante 1 hora, com posterior centrifugagéo a 1150
g por 5 minutos. O sobrenadante foi separado e os residuos foram novamente
extraidos com 20 mL de tampao PBS. Ao final, os sobrenadantes foram combinados,
adicionou-se 1 mL de acetonitrila e centrifugou-se a 5284 g por 15 minutos. Os

extratos foram quantificados e armazenados protegidos da luz.
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A quantificacdo de cafeina, acido clorogénico e trigonelina nos extratos das
bebidas lacteas durante os 7 dias de armazenamento foi realizada seguindo a
metodologia descrita no topico 4.4.4.

O conteudo de fendlicos totais e atividade antioxidante nos extratos das
bebidas lacteas foi analisado, nos tempos 0 e 168 horas de armazenamento, como
descrito anteriormente (topicos 4.4.1, 4.4.2 e 4.4.3). Para a andlise de atividade
antioxidante com radical ABTS, os extratos das bebidas foram diluidos com tampao
PBS na propor¢ao 1:25. Para a andlise com o radical DPPH, os extratos foram diluidos
com tampao PBS na proporgdo 1:10, e as absorbéancias foram medidas com 10
minutos de reagao para a bebida CT, com 15 minutos de reacéo para as bebidas PD-

SD e PD-LF e com 20 minutos de reacao para as bebidas IN-SD e IN-LF.

4.7. Acidez titulavel

A acidez das bebidas lacteas foi analisada durante os 7 dias armazenamento,
conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Em resumo, 10 mL das
amostras foram misturadas com 10 mL de agua destilada e adicionou-se 5 gotas de
fenolftaleina. Com auxilio de um potenciémetro, a solugao foi titulada com NaOH 0,1M
sob agitagao até pH 8,3. Os resultados foram expressos em porcentagem (%) de acido

lactico.

4.8. Analise Microbioldgica

Para a avaliagao de coliformes totais e termotolerantes nas bebidas lacteas
utilizou-se a técnica do numero mais provavel (NMP) conforme metodologia descrita
em Silva et al. (2010). Primeiramente foi realizada a prova presuntiva, em que
aliquotas de 1 mL de cada diluigdo das amostras foram inoculadas em uma série de
trés tubos contendo Caldo Lauril Sulfato de Soédio (LST), os quais foram incubados a
35+ 0,5 °C por 48 horas. Em seguida, para realizar a prova confirmativa de coliformes
totais, os tubos que apresentaram producédo de gas no Caldo LST tiveram aliquotas
semeadas em tubos contendo Caldo Verde Bile Brilhante 2% lactose (VB), os quais
foram incubados a 35 + 0,5 °C por 48 horas. A presenga de coliformes totais foi
confirmada pela formacao de gas ou efervescéncia nos tubos com Caldo VB quando

agitado levemente.
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Para a prova confirmativa de coliformes termotolerantes, os tubos que
apresentaram produgéo de gas no Caldo LST tiveram aliquotas semeadas em tubos
contendo Caldo Escherichia coli (EC), com posterior incubagéo dos tubos a 45,5 £ 0,2
°C por 24 horas em banho-maria com agitagdo. A presenca de coliformes
termotolerantes também pode ser confirmada pela formagao de gas nos tubos. Os

resultados foram expressos em NMP/mL de amostra.

4.9. Anidlise Sensorial

Para a analise sensorial foram recrutados 120 julgadores nao treinados, nao
alérgicos a produtos lacteos e que gostavam de bebida lactea. O teste consistiu em
apresentar aos julgadores, durante a sesséo, as cinco amostras das bebidas lacteas
elaboradas. Durante a analise, foram apresentadas 25 mL das amostras codificadas
com trés digitos, de maneira aleatéria e monadica para cada julgador. Cada julgador
recebeu uma ficha (Apéndice C), contendo uma escala hedbnica de nove pontos para
avaliacdo das amostras quanto aos atributos aparéncia, aroma, corpo, sabor e
impressao global, em que o escore 1 corresponde a “desgostei extremamente” e o
escore 9 a “gostei extremamente”. Também foi avaliada a intengdo de compra
utilizando uma escala de 5 pontos, em que 1 corresponde a “definitivamente nao
compraria” e 5 a “definitivamente compraria” (REIS; MINIM, 2013).

A analise sensorial foi realizada mediante aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, da Universidade Federal do Espirito Santo, sob o
numero 2.669.719/2018 (Anexo A). Todos os voluntarios assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido.

4.10. Analises estatisticas dos dados

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) conduzido em
esquema fatorial, com dois fatores e trés repeticbes. Os fatores e os niveis
correspondentes foram: processo de encapsulagao (Spray Dryer e Liofilizagao) e
agente encapsulante (polidextrose e inulina). Os dados foram analisados por meio de
analise de variancia (ANOVA), acompanhados de teste de Dunnett para comparar os
tratamentos com o controle e teste Tukey, para avaliar diferencas entre os tratamentos
contendo extrato de café verde. Aplicou-se teste t para comparar o conteudo de fendis

totais e atividade antioxidante antes e apds o tempo de armazenamento.
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Para o estudo da estabilidade durante armazenamento, foi utilizado um
delineamento em parcelas subdivididas, em que nas parcelas foram alocados os
tratamentos, e nas subparcelas o tempo de armazenamento. Os dados foram
analisados por meio de anadlise de variancia (ANOVA) seguido por anadlise de
regressao.

Para a analise sensorial foi considerado um delineamento em blocos
casualizados (DBC), em que cada julgador foi considerado um bloco, e os dados foram
analisados por meio de andlise de variancia (ANOVA) seguido de teste de Dunnett
para comparar os tratamentos com o controle e teste de Tukey, para avaliar diferencas
entre os tratamentos contendo extrato de café verde.

As analises foram realizadas com auxilio do programa estatistico Statistica®, a

um nivel de 5% de significancia, e do programa Sigma Plot 11.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Caracterizagao da matéria-prima
Os resultados obtidos nas analises de composicao centesimal da matéria-prima

estao apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Composi¢cdo centesimal (base seca) do café verde Conilon (Coffea

canephora)
Componentes Valores (g/100g)*
Umidade 11,72 £ 0,30
Proteina 19,81 £ 0,32
Lipidios 3,94 +0,18
Cinzas 5,43+ 0,43
Carboidratos 59,10 + 0,63

*Média de trés repeticbes * desvio padrao.

Os valores obtidos de composicdo centesimal da matéria-prima utilizada no
estudo se encontram proximos das faixas estabelecida pela literatura. Segundo Farah
(2012), os principais constituintes dos graos crus de café sao os carboidratos,
proteinas e lipidios. A fracdo de polissacarideos nos graos de C. canephora pode
representar mais de 50% do peso seco dos graos, ao passo que o teor de proteinas
pode variar de 11 a 19% e o teor de lipidios de 8 a 14% da composigcao (PEREIRA,;
VILELA; LOPES, 2000; FARAH, 2012). O teor de minerais varia entre as espécies de
cafés, sendo que gréos de C. canephora apresentam maiores teores, cerca de 4 a 5%
da composicao dos graos (PEREIRA; VILELA; LOPES, 2000; FARAH, 2012).

Variagdes na composi¢cdo ocorrem devido ao clima, a composi¢édo do solo e a
condigbes de armazenamento pds-colheita a que os graos de café sao submetidos.
Dessa forma, a composi¢do e a qualidade do café pode variar consideravelmente
entre amostras de mesma espécie e variedade, mas cultivadas em regides diferentes
(FARAH, 2012).

Os frutos de café sdo colhidos com alto teor de umidade e necessitam ser secos
antes do armazenamento, pois o alto teor de agua facilita a atividade enzimatica e de
microrganismos, afetando na qualidade e preservacao do produto. O teor de umidade

obtido do café verde conilon do presente estudo esta dentro do limite estipulado pela
47



legislacao brasileira, que estabelece um limite maximo de tolerancia de 12,5% para
graos crus (BRASIL, 2003).

5.2.Caracterizagao do extrato aquoso de café verde
Os resultados das analises de caracterizacdo do extrato de café verde estao
apresentados na Tabela 5. Observa-se que entre os compostos quimicos analisados,

o acido clorogénico foi o composto predominante, seguido da cafeina e trigonelina.

Tabela 5 - Caracterizagao do extrato aquoso do café verde Conilon (base seca)

Analises Valores*
Cafeina (mg/g) 84,58 + 15,05
Acido Clorogénico (mg/g) 178,44 + 27,65
Trigonelina (mg/g) 47,90 £ 7,81
Fendlicos Totais (mg AGE/q) 212,57 £ 14,40
Atividade Antioxidante ABTS (umol Trolox/qg) 1421,20 + 38,69
Atividade Antioxidante DPPH (umol Trolox/g) 1238,99 + 106,52

*Média de quatro repeticdes + desvio padrao.

Nos estudos de Ky et al. (2001) e Getachew e Chun (2016), os autores também
verificaram que os acidos clorogénicos constituiram o principal grupo de componentes
de café verde da espécie C. canephora, seguido da cafeina. Os acidos clorogénicos
estdo presentes em grandes quantidades no café verde, sendo responsaveis pela
maior parte da atividade antioxidante (BABOVA; OCCHIPINTI; MAFFEI, 2016). De
forma semelhante, no organismo humano os acidos clorogénicos, juntamente com a
cafeina e trigonelina, apresentam efeitos antioxidantes (JESZKA-SKOWRON;
STANISZ; DE PENA, 2016; SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2017).

Em relacdo ao teor de compostos fendlicos totais, o resultado do presente
estudo foi superior ao relatado por Getachew e Chun (2016), que encontraram valor
médio de 141,9 mg AGE/qg, e por Dziki et al. (2015), que observaram valores variando
de 183,2 a 197,1 mg AGE/g. Variagbes no conteudo de compostos fendlicos podem
ocorrer devido a diferencas fisiologicas das espécies, a variedades do café, a origem
geografica, a forma de cultivo e de como é feita a extragao e também da metodologia
de analise desses compostos. A metodologia utilizada na extragdo do café verde
permitiu a obtencdo de um extrato aquoso mais concentrado em termos de sdlidos
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solluveis, o que pode ter contribuido para a maior concentracdo de compostos
fendlicos totais encontrada.

Os compostos fendlicos sao conhecidos pelas suas propriedades redox, que
Ihes permitem atuar como agentes redutores ou doadores de dtomos de hidrogénio.
A avaliacdo da atividade antioxidante ndo pode ser realizada com precisdo por um
Unico método, devido a natureza complexa dos fitoquimicos, sendo que ao menos
dois métodos diferentes devem ser empregados (LIYANA-PATHIRANA; SHAHIDI;
ALASALVAR, 2006). Varios métodos tém sido utilizados para estimar o potencial
antioxidante de produtos naturais, entre os quais os ensaios com radical ABTS e
DPPH sa&o amplamente utilizados, devido a simplicidade e por ndo necessitar de
equipamentos caros (BORGES et al., 2011; FLOEGEL et al., 2011; JESZKA-
SKOWRON; STANISZ; DE PENA, 2016; ZHANG; YANG; ZHOU, 2018).

No entanto, os ensaios com radicais ABTS e DPPH apresentam algumas
diferengas importantes. O radical DPPH é soluvel em solventes organicos e € mais
aplicavel para sistemas hidrofébicos, enquanto que o radical ABTS necessita ser
gerado antes por reagdes quimicas ou enzimaticas, e é soluvel tanto em agua como
em solventes organicos, permitindo a analise tanto em sistemas hidrofilicos como
lipofilicos (TIVERON, 2010; FLOEGEL et al., 2011). Além disso, o ensaio ABTS é um
ensaio que se baseia na transferéncia de elétrons, em que diferentes compostos
antioxidantes doam um ou dois elétrons para reduzir o radical. Independentemente do
potencial de doagao de antioxidantes individuais, todos tém tempo para reagir dando
uma medida precisa da capacidade antioxidante total (WOOTTON-BEARD; MORAN;
RYAN, 2011). Segundo Oliveira (2015) diferentes resultados de capacidade
antioxidante sao obtidos em varias pesquisas, tornando-se dificil a comparacao. Isso
ocorre devido aos métodos sofrerem adaptagdes, incluindo diferentes tipos solventes,

de concentragdes do radical, de aliquotas da amostra e diferentes tempos de reagao.

5.3.Caracterizacao dos extratos encapsulados

A Tabela 6 apresenta o efeito dos métodos de secagem e dos agentes
encapsulantes sobre diferentes parametros fisico-quimicos analisados.

No presente estudo, utilizou-se a inulina (IN) e a polidextrose (PD) como
agentes de revestimento. Essas substancias sao polissacarideos que, além de

apresentarem alegagdes de propriedades funcionais de fibras alimentares, auxiliando
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no funcionamento do intestino e contribuindo para o equilibrio da microbiota intestinal
(ANVISA, 2019), possuem propriedades tecnolégicas de formagéo de géis, atuando
como melhoradores de textura (MEYER et al., 2011; KARIMI et al., 2015). Assim, a
utilizacdo desses polissacarideos como agentes encapsulantes contribui para o
conteudo de fibras do produto e para uma textura mais cremosa ao produto elaborado.

Os extratos encapsulados por LF, utilizando IN como agente encapsulante,
apresentaram teor de umidade significativamente menor quando comparado com a
secagem por SD, bem como quando comparado ao uso da PD como agente
encapsulante. A umidade é considerada uma caracteristica importante em produtos
em poé por interferir na fluidez, pegajosidade e estabilidade ao longo do
armazenamento. Os valores de umidade obtidos para os diferentes tratamentos estao
dentro de uma faixa ideal, abaixo de 5%, que garante maior estabilidade para produtos
em po (COUTO et al., 2013; CARMO et al., 2018). Além disso, a baixa umidade evita
a aglomeracao de particulas e o empastamento, o que poderia reduzir a retengéo de
componentes bioativos (DAZA et al., 2016).

Para a atividade de agua (Tabela 6), houve diferenga significativa em relagéo
as técnicas de encapsulacdo, em que o método LF proporcionou extratos
encapsulados com menor Aw. Em relagao aos materiais encapsulantes, os extratos
encapsulados com IN apresentaram menor Aw. Moayyedi et al. (2018) explicam que
esse comportamento ocorre devido ao efeito do vacuo, em que maiores gradientes de
pressdo podem ter efeito na taxa de transferéncia de agua, resultando em menor
Aw no produto final liofilizado.

O uso da IN como agente encapsulante promoveu um ligeiro aumento do pH
(p<0,05), em comparagao aos tratamentos com PD. Entretanto, os valores obtidos
mantiveram-se dentro dos pardmetros adequados para aplicacdo em bebidas lacteas
nao fermentadas, que apresentam valores de pH na faixa de 5,0 a 6,8 (PENHA;
MADRONA; TERRA, 2009; DA SILVEIRA et al., 2015; AZAMI et al., 2018).
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Tabela 6 — Efeito das técnicas de encapsulagcao e dos materiais de parede nas

caracteristicas dos extratos encapsulados.

Tecnologia de

Agente encapsulante

Analises
encapsulagao PD IN
. SD 4,20 + 0,26%A 4,22 +0,48%
Umidade (g/100g)
LF 3,30 £ 0,694 0,35+ 0,038
o SD 0,36 + 0,034 0,33 +0,0124
Atividade de agua
LF 0,16 + 0,044 0,03 + 0,008
H SD 5,34 + 0,073 5,76 + 0,09%8
P LF 5,27 + 0,04%A 5,75 + 0,088
_ o SD 18,40 + 0,344 14,55 + 0,46°B
Higroscopicidade (%)
LF 19,92 + 0,524 14,93 + 0,9728
- SD 97,23 £ 2,23%A 98,43 + 1,673A
Solubilidade (%)
LF 97,79 £ 1,70%A 96,76 * 3,56%A
Compostos Fendlicos SD 19,01 + 5,96%A 21,08 £ 2,973A
Totais (mg AGE/Q) LF 22,43 £ 2,773A 21,17 £ 1,592A
Atividade antioxidante SD 153,96 + 16,93%A 143,54 + 13,7137
ABTS (umol Trolox/g) LF 154,76 + 28,94°A 166,45 + 30,35
Atividade antioxidante SD 110,85 £ 24,89%A 105,03 + 22,913A
DPPH (umol Trolox/g) LF 88,46 + 13,77%A 97,95 + 19,0734
SD 9,59 +0,9134 9,67 +0,512A
Cafeina (mg/g)
LF 9,22 +0,32°A 9,29 + 0,25%A
) SD 18,71 £ 1,79%A 18,60 + 0,99°A
Acido Clorogénico (mg/g)
LF 17,79 £ 0,50%A 17,88 + 0,50°A
A B
Trigonelina (mg/g) SD 5,74 £ 0,452 4,87 £0,412
LF 5,31 £ 0,164 4,55 + 0,38%

*Valores expressos como média + desvio padrdo (N° repeticbes = 4). Médias seguidas por letras
minusculas diferentes, em uma mesma coluna de uma variavel, diferem entre si (p<0,05). Médias
seguidas por letras mailsculas diferentes, em uma mesma linha de uma variavel, diferem entre si
(p=0,05). SD: Spray Dryer; LF: Liofilizagao; PD: Polidextrose; IN: Inulina.
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A higroscopicidade é a capacidade de um material absorver a umidade do
ambiente, sendo uma propriedade importante devido a sua influéncia na estabilidade
dos alimentos (DAZA et al., 2016). Os extratos encapsulados apresentaram baixa
higroscopicidade (Tabela 6), uma vez que materiais que apresentam valores menores
que 20% de higroscopicidade podem ser considerados pouco higroscépicos, sendo
uma caracteristica desejavel (TONTUL; TOPUZ, 2017). No presente estudo, a
utilizacdo de PD promoveu aumento da higroscopicidade. Este comportamento pode
ser atribuido a maior higroscopicidade da PD, que possui tendéncia de se ligar a agua
e formar pontes entre moléculas (PINTO et al., 2015; KUCK; NORENA, 2016).
Segundo Dias et al. (2018), a inulina possui menos grupos redutores e maior
temperatura de transicao vitrea, apresentando menor tendéncia a absorver a umidade
ambiente. Resultado semelhante foi observado por Fernandes, Borges e Botrel
(2014), em que microcapsulas de 6leo essencial de alecrim produzidas com inulina
apresentaram menor higroscopicidade. Ainda, Pinto et al. (2015) também verificaram
que as microcapsulas produzidas com inulina apresentaram caracteristicas fisicas
mais desejaveis, como valores mais baixos de umidade, atividade de agua e
higroscopicidade. Ambos autores mencionam que a inulina é um agente transportador
interessante para a encapsulagao de compostos ativos secos, uma vez que valores
de absor¢do de agua mais baixos sdo desejaveis para melhor conservagéo e
estabilidade das particulas.

As técnicas de encapsulagdo e os agentes encapsulantes utilizados n&o
interferiram na solubilidade, no conteudo de compostos fendlicos totais, na atividade
antioxidante, no teor de cafeina e acido clorogénico das amostras, pois n&do houve
diferenca significativa entre os tratamentos estudados (p>0,05).

Para o conteudo de trigonelina (Tabela 6) ndao houve diferenga significativa
entre as técnicas de encapsulacido para os dois agentes encapsulantes utilizados.
Mas, em relacdo aos agentes encapsulantes, para a técnica de SD, os extratos
encapsulados com IN apresentaram conteudo de trigonelina menor. Isto pode ter
ocorrido devido a uma possivel interacédo da trigonelina com a inulina. Entretanto, sdo
necessarios estudos adicionais para verificar os mecanismos dessa interagao.

As imagens obtidas pela microscopia eletrénica de varredura (MEV) estao

apresentadas na Figura 9.
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Figura 9 - Micrografias dos extratos encapsulados de café verde.

A: spray dryer com polidextrose; B: spray dryer com inulina; C: liofilizagdo com polidextrose; D:
liofilizagdo com inulina. A e B: ampliacao de 3000x; C e D: ampliagao de 400x.

Observa-se que para o método de SD ambos os agentes encapsulantes
apresentaram morfologias e tamanhos de particulas semelhantes, em que o didmetro
das particulas variou de aproximadamente 1 a 10 ym e 0,5 a 11 ym para os extratos
encapsulados com PD e IN, respectivamente. Ja as microparticulas liofilizadas
apresentaram maior tamanho, variando de aproximadamente 11 a 183 um para os
extratos encapsulados com PD e de 5 a 103 ym para os encapsulados com IN. Os
valores obtidos estdo dentro do intervalo observado para microparticulas obtidas por
SD, na qual o diametro varia de 1 a 15 ym, enquanto que produtos liofilizados podem
chegar a 300 ym (CHE MAN; IRWANDI; ABDULLAH, 1999; KUCK; NORENA, 2016).
As particulas menores ocorrem na técnica por SD devido a atomizagao do liquido em
pequenas goticulas durante a secagem (PASRIJA et al., 2015). Além disso, Pinto et
al. (2015) mencionam que é esperado que particulas secas por SD que apresentam
tamanho médio de até 40 uym forneca uma sensacdo aceitavel na boca quando

aplicado em formulacgdes alimenticias.
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A maioria das particulas encapsuladas por SD apresentaram uma forma
esférica com superficie externa enrugada com algumas concavidades, que sao
caracteristicas tipicas de produtos secos por atomizagdo (SILVA et al.,, 2013;
PASRIJA et al., 2015; PINTO et al.,, 2015; BALLESTEROS et al., 2017). Essas
capsulas esféricas absorvem o extrato e, apds o processo de secagem, permitem que
os componentes permanegam protegidos nos materiais de revestimento
(BALLESTEROS et al.,, 2017). As concavidades presentes na superficie sao
provavelmente formadas pelo encolhimento/contracido das particulas durante os
estagios iniciais do processo de secagem, devido a drastica perda de umidade
seguida de resfriamento (SILVA et al., 2013; PINTO et al., 2015; KUCK; NORENA,
2016). Além disso, a aparéncia enrugada de algumas particulas pode estar
relacionada a formagao mais lenta da camada de protegdo durante a secagem das
gotas atomizadas, podendo estar associada ao uso de baixas temperaturas de
secagem. Neste caso, a camada de protecédo formada permanece Uumida e flexivel por
mais tempo, de modo que a particula possa se esvaziar e enrugar enquanto o vapor
formado dentro da particula se condensa, a medida que a particula se move para as
regides mais frias do secador (NIUDAM; LANGRISH, 2006; DIAS et al., 2018).

Por outro lado, as particulas encapsuladas por LF apresentaram morfologia
completamente diferente, quando comparadas com as particulas secas por SD.
Segundo Ballesteros et al. (2017) é esperado que a morfologia das capsulas mudem
apos os processos de LF e SD, devido as diferentes condicdes que sdo usadas em
cada processo. No presente estudo, as amostras liofilizadas, independente do agente
encapsulante, apresentaram uma estrutura irregular, parecido com vidro quebrado ou
serragem, em que varios tamanhos foram observados. Essa morfologia € tipica do
processo de LF (CHEN; CHI; XU, 2012; MAHDAVEE KHAZAEI et al., 2014; PASRIJA
et al., 2015; KUCK; NORENA, 2016; BALLESTEROS et al., 2017). Ao compararmos
as amostras liofilizadas, o extrato liofilizado com IN apresentou uma estrutura com
particulas menores e mais irregulares, quando comparado ao extrato liofilizado com
PD.

De acordo com Kuck e Norefa (2016), a rigidez estrutural ocasionada pela
superficie congelada e a falta de agua no estado liquido resultam em uma estrutura
porosa sem encolhimento, que é a principal caracteristica de alimentos secos por LF.

Além disso, o maior tamanho das particulas pode ser atribuido a baixa temperatura
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do processo e a falta de forga para quebrar as particulas congeladas ou para alterar
a superficie durante a secagem (CHEN; CHI; XU, 2012).

Segundo Pasrija et al. (2015) a SD e a LF sdo duas técnicas de
encapsulamento que envolvem diferentes condi¢gdes operacionais que influenciam
fortemente a morfologia, a estabilidade e o mecanismo de liberagdo do composto
bioativo. Como visto, a SD produz particulas esféricas que podem proteger o material
do nucleo, com encapsulamento uniforme sem poros na superficie. Por outro lado, a
LF produz particulas em flocos com poros devido a sublimagao do gelo e resulta em
encapsulacao de morfologia irregular, que pode acarretar em uma protegao
incompleta do material do nucleo. Estas diferengcas morfolégicas podem alterar o
poder de encapsulagao e o mecanismo de liberagéo, podendo ter impactos diferentes

quando incorporados em produtos alimenticios.

5.4. Teor de fendlicos totais e atividade antioxidante das bebidas lacteas
durante o armazenamento

Todas as bebidas adicionadas com os extratos encapsulados de café verde
diferiram da bebida CT, apresentando maior contelido de compostos fendlicos totais
e maior atividade antioxidante pelo radical ABTS, tanto no inicio quanto ao final do
armazenamento (Tabela 7). Nado foram observadas diferencas significativas para
essas variaveis em relagdo ao tempo de armazenamento, sugerindo que nao houve
degradacéo significativa dos compostos fendlicos durante o periodo estudado. Além
disso, ao final do tempo de armazenamento as bebidas adicionadas de extrato de café
verde nao diferiram entre si para compostos fendlicos totais e atividade antioxidante
pelo método ABTS.

Por outro lado, a bebida adicionada com o extrato encapsulado com inulina por
spray dryer (IN-SD) diferiu da bebida CT no inicio do armazenamento, apresentado
maior atividade antioxidante pelo método DPPH. Porém, comparando-se as bebidas
com extrato de café verde entre si ndao houve diferencas significativas (p>0,05).
Diferentemente do que foi observado para o método com radical ABTS, ao final do
armazenamento houve uma diminui¢ao da atividade antioxidante das bebidas lacteas
(p<0,05). Ainda, ao final do armazenamento, todas as bebidas incorporadas diferiram
da bebida CT (p<0,05), apresentando maior atividade antioxidante. Embora tenha

ocorrido a reducao do conteudo antioxidante, a incorporagao dos extratos de café
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verde é vista de forma benéfica, pois permitiu maior manutengcdo do potencial

antioxidante do produto ao final do armazenamento em relagédo ao controle.

Tabela 7 - Teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante das bebidas

elaboradas, no inicio e no final do tempo de armazenamento.

Tempo de armazenamento
Amostras

TOh T168h
CT 2,20 £ 0,04 2,41 +0,07
PD-SD 3,42 £ 0,02*,2A 3,25+ 0,10*2A
Compostos Fendlicos
IN-SD 3,27 £ 0,10*,30A 3,20 £ 0,14*2A
totais (mg AGE/mL)
PD-LF 3,30+ 0,12*,30A 3,15 £ 0,04*2A
IN-LF 3,08+ 0,08*,bA 3,05+ 0,07*2A
CT 84,59 + 5,07 85,35+ 2,31
PD-SD 102,90 + 4,03*,2A 101,25 + 1,36*,2A
Atividade antioxidante
IN-SD 103, 78 + 6,00*,2A 104,43 + 1,30%,2A
ABTS (umol Trolox/mL)
PD-LF 105,41 £ 2,41* 2A 109,30 + 3,90*,2A
IN-LF 105,33 £ 4,79* 2A 107,62 £ 0,95*,2A
CT 11,31 £ 0,66 2,82 +1,51
PD-SD 12,89 £ 0,362A 9,01 +1,12*2B
Atividade antioxidante
IN-SD 14,56 + 0,59* 2A 6,78 + 0,37*,28
DPPH (umol Trolox/mL)
PD-LF 14,02 + 0,832A 7,77 +1,22* 2B
IN-LF 13,53 £ 0,802A 8,13 £ 2,94* 2B

Valores expressos como média + desvio padrdo (N° repeticbes = 3). CT: controle; PD-SD: bebida
adicionada do extrato encapsulado com polidextrose por spray dryer; IN-SD: bebida adicionada do
extrato encapsulado com inulina por spray dryer; PD-LF: bebida adicionada do extrato encapsulado
com polidextrose por liofilizagédo; IN-LF: bebida adicionada do extrato encapsulado com inulina por
liofilizagdo. * indica diferenga significativa entre o controle e as amostras pelo teste Dunnett. Médias
seguidas por letras minusculas diferentes, em uma mesma coluna de uma variavel, diferem entre si
pelo teste Tukey (p<0,05). Médias seguidas por letras maiusculas diferentes, em uma mesma linha de
uma variavel, diferem entre si pelo teste t (p<0,05).

A incorporacdo do extrato de café verde encapsulado proporcionou um
aumento de até 55% no teor de fendlicos totais das bebidas lacteas. Esse aumento
no conteudo de compostos fendlicos e na atividade antioxidante observado para as

bebidas lacteas adicionadas dos extratos encapsulados em relagao a bebida CT, pode
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ser atribuido a presenca de polifendis e acidos fendlicos presentes no extrato de café
verde, principalmente o acido clorogénico (ZAIN; BABA; SHORI, 2018). A presenca
na bebida controle esta associada aos compostos fendlicos encontrados na
composigao dos ingredientes utilizados na formulagao das bebidas lacteas, como café
soluvel e chocolate em pd. Resultados semelhantes foram encontrados por Seczyk,
Swieca e Gawlik-Dziki (2017), que estudaram a incorporagéo de leite de soja com
extrato de café verde e observaram que a incorporagao afetou positivamente o teor
de compostos fendlicos, proporcionando um aumento de até 62% em comparagao
com a controle, além de melhorar o potencial antioxidante dos produtos.
Comportamento semelhante também foi observado por Swieca et al. (2017) e Zain,
Baba e Shori (2018), em seus estudos com pao de trigo incorporado com farinha de
café verde.

Os ensaios com os radicais ABTS e DPPH apresentam algumas diferengas
importantes. O método DPPH fornece valores mais baixos relacionados ao Trolox do
que o método ABTS (ZHAO et al., 2008; FLOEGEL et al., 2011; MARECEK et al.,
2017), devido a maior estabilidade e menor reatividade do radical DPPH, em que
apenas agentes redutores fortes sdo capazes de reagir com este radical. Além disso,
o radical DPPH reage com polifendis, mas nao com os acidos fendlicos e agucares.
Por outro lado, o radical ABTS possui a vantagem de possuir alta reatividade e,
portanto, a capacidade de reagir com uma ampla gama de antioxidantes (MARECEK
et al., 2017). Dessa forma, os espectros de antioxidantes determinados pelo DPPH e
pelo ABTS sao parcialmente diferentes.

Além disso, os compostos fendlicos sdo capazes de interagir com proteinas,
carboidratos, lipidios e outras compostos fendlicos presentes na matriz alimentar, e
essas interagbes com os componentes do alimento podem influenciar a sua
bioatividade (SECZYK; SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2017; SWIECA et al., 2017). As
interacdes proteina-fendlicos podem mascarar parcialmente a atividade anti-radical de
compostos fendlicos bloqueando seus grupos reativos (SECZYK; SWIECA; GAWLIK-
DZIKI, 2017). Teoricamente, essas alteracbes na estrutura dos compostos
antioxidantes podem afetar sua reatividade com os radicais, podendo levar a
subestimacao da capacidade antioxidante total do produto (WOOTTON-BEARD;
MORAN; RYAN, 2011).
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5.5.Estabilidade dos compostos bioativos nas bebidas lacteas durante o
armazenamento

O principal desafio na produgao de materiais encapsulados consiste no alcance
de produtos com caracteristicas desejaveis, sob custos reduzidos e que se
mantenham estaveis durante o armazenamento (FERNANDES et al., 2017; CARMO
et al., 2018). No entanto, & importante também avaliar o comportamento dos
componentes encapsulados quando aplicado na matriz alimenticia, como forma de
verificar possiveis alteragdes e garantir a manutengao e estabilidade dos compostos
bioativos no produto ao longo do seu armazenamento.

A Figura 10 apresenta o teor de cafeina, acido clorogénico e trigonelina nas
bebidas lacteas incorporadas com os extratos encapsulados de café verde ao longo
do armazenamento. As concentragdes de cafeina, acido clorogénico e trigonelina nao
diferiram estatisticamente entre os tratamentos estudados (Figuras 10A, 10C e 10E),
porém houve alteracdo em relacdo ao tempo de armazenamento. Observou-se
variagcado do teor de cafeina de 0,46 a 0,71 mg/mL (Figura 10A). A concentragéo de
acido clorogénico variou de 0,53 a 0,85 mg/mL (Figura 10C) e quantidade de
trigonelina aumentou de 0,26 a 0,41 mg/mL (Figura 10E).

Para melhor entendimento do comportamento de cada composto bioativo ao
longo do armazenamento foi aplicada a analise de regressdo sobre as médias dos
tratamentos (Figuras 10B, 10D e 10F).

Os modelos matematicos ajustados para descrever o comportamento de cada
composto bioativo nas bebidas lacteas, bem como seus respectivos valores de
coeficiente de determinagdo (R?) estdo apresentados na Tabela 8. O modelo
matematico que melhor se ajustou aos dados foi 0 modelo polinomial linear, para todos
os compostos bioativos estudados, apresentando valores de coeficiente de

determinagao (R?) satisfatorios, sendo acima de 0,8.

Tabela 8 — Modelos ajustados para cafeina, acido clorogénico e trigonelina

Composto bioativo Modelo ajustado Coeficiente de determinacao (R?)
Cafeina Y = 0,0008x + 0,5331 0,9443
Acido Clorogénico Y =0,0010x + 0,6269 0,9446
Trigonelina Y = 0,0005x + 0,3024 0,8256
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Figura 10 - Conteudo de cafeina, acido clorogénico e trigonelina durante
armazenamento das bebidas lacteas incorporadas com os extratos encapsulados de
café verde.
A: disperséo do teor de cafeina nas diferentes bebidas incorporadas; B: comportamento geral da cafeina
para todas as bebidas; C: dispersao do teor de acido clorogénico nas diferentes bebidas incorporadas; D:
comportamento geral do acido clorogénico para todas as bebidas; E: dispersdo do teor de trigonelina nas
diferentes bebidas incorporadas; F: comportamento geral da trigonelina para todas as bebidas; PD-SD:
bebida adicionada do extrato encapsulado com polidextrose por spray dryer; IN-SD: bebida adicionada do
extrato encapsulado com inulina por spray dryer; PD-LF: bebida adicionada do extrato encapsulado com
polidextrose por liofilizagao; IN-LF: bebida adicionada do extrato encapsulado com inulina por liofilizagao.
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Ao observar as Figura 10B, 10D e 10F e os modelos estatisticos (Tabela 8),
todos os compostos bioativos tiveram comportamento semelhante, com aumento da
sua concentragdo nas bebidas lacteas ao longo dos sete dias de armazenamento.
Este fato pode ser atribuido a uma importante caracteristica de materiais
microencapsulados, que ¢ a liberagao controlada do material ativo com o decorrer do
tempo. Por meio desse mecanismo, os compostos bioativos encapsulados sao
liberados de forma gradativa no meio em que sao dispersos, promovendo, dessa
forma, maior manutengédo desses compostos na matriz alimenticia (PEREIRA et al.,
2018).

O perfil de liberagao controlada foi estudo por Campelo-Felix et al. (2017) em
microparticulas de 6leo essencial de lima, utilizando prebidticos como a oligofrutose e
inulina como material de parede. Os resultados demonstraram que as microparticulas
contendo os polimeros prebidticos em sua composicao permitram uma taxa de
liberagcdo constante (linear) do 6leo essencial. Garcia, Vergara e Robert (2015)
mencionam que os estudos sobre o0 comportamento de liberagao sao importantes para
avaliar a aplicabilidade das microparticulas. Neste caso, quando a liberagao é lenta
as microparticulas podem ser utilizadas no desenvolvimento de alimentos com
propriedades funcionais, pois permite maior manutencao do conteido do composto
bioativo no alimento, proporcionando maior bioacessibilidade. Por outro lado, quando
a liberagao é rapida, o composto bioativo fica exposto a matriz alimentar e pode sofrer
degradacédo e/ou interagdes com macromoléculas, diminuindo sua bioacessibilidade.
Neste ultimo caso, as microparticulas seriam mais adequadas para uso em alimentos
instantaneos.

Sabe-se que a estabilidade do acido clorogénico pode ser afetada quando este
€ exposto a elevadas temperaturas ou condicdes alcalinas, podendo ser
isomerizados, hidrolisados ou decompostos a compostos de baixo peso molecular
(NARITA; INOUYE, 2015). O mesmo ocorre para a trigonelina, que € um alcaléide que
apresenta instabilidade térmica, podendo sofrer degradacéao a elevadas temperaturas
(FARAH, 2012; CAPORASO et al., 2018). Por outro lado, a cafeina é estavel a
elevadas temperaturas (FARAH, 2012; WEI; TANOKURA, 2015). Ressalta-se que as
condi¢cbes utilizadas no presente estudo para a elaboracdo das bebidas lacteas
incorporadas com os extratos encapsulados e durante o armazenamento do produto,

nao envolveram condicoes elevadas de temperaturas ou de valores de pH que
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pudessem afetar de fato a estabilidade desses compostos bioativos e seu conteudo
no produto formulado.

Outro fato que pode ter contribuido para esse comportamento de aumento do
conteudo dos compostos bioativos ao longo do tempo, € que o método de extragao
utilizado nas bebidas lacteas foi eficiente para remover a cafeina, acido clorogénico e
trigonelina que se encontravam solubilizados nas bebidas lacteas. Porém, ndo foi
eficiente para extrair os compostos bioativos que estavam ainda protegidos nas
microcapsulas. Dessa forma, sugere-se novos estudos para avaliar a eficacia de

diferentes métodos de extragao dos compostos estudados.

5.6.Acidez das bebidas lacteas ao longo do armazenamento

Semelhante aos resultados da estabilidade dos compostos bioativos
analisados, ndo houve diferenca na acidez das bebidas lacteas entre os tratamentos,
porém o fator tempo de armazenamento foi significativo (p<0,05). Dessa forma, as
técnicas e os agentes encapsulantes utilizados nao interferiram na acidez do produto
final.

Para caracterizar as bebidas lacteas em relagdo a acidez, as médias
encontradas para cada tratamento ao longo do armazenamento estdo apresentadas
na Figura 11A. Observa-se que a acidez variou de 0,19 a 0,26% entre as amostras
analisadas. Assim, para melhor compreensdo do comportamento desta variavel ao
longo do armazenamento foi aplicada a analise de regressdo sobre as médias dos
tratamentos (Figura 11B).

O modelo matematico que melhor se ajustou aos dados foi o modelo
polinomial quadratico (Equacéo 2), apresentando um coeficiente de determinacgéao (R?)

satisfatério, igual a 0,8775.

Y = 0,2600 — 0,0009x + 0,00000348x2  (Equagcio 2)
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Figura 11 - Acidez das bebidas lacteas incorporadas com os extratos encapsulados

de café verde.

A: acidez nas diferentes bebidas lacteas incorporadas; B: comportamento geral da acidez para todas
as bebidas lacteas; PD-SD: bebida adicionada do extrato encapsulado com polidextrose por spray
dryer; IN-SD: bebida adicionada do extrato encapsulado com inulina por spray dryer; PD-LF: bebida
adicionada do extrato encapsulado com polidextrose por liofilizagdo; IN-LF: bebida adicionada do
extrato encapsulado com inulina por liofilizago.

A acidez das bebidas lacteas diminuiu ao longo dos sete dias de
armazenamento, conforme apresentado na Figura 11B e Equagao 2. Este fato pode
ser atribuido a liberacdo de compostos com propriedades basicas presentes nos
extratos de café verde encapsulados, como por exemplo a cafeina e a trigonelina.
Segundo Martinez et al. (2014) a cafeina € um alcaloide, que apresenta atomos de
nitrogénio em seu anel heterociclico, e possuem carater alcalino, sendo uma
caracteristica tipica dos compostos da familia dos alcaloides. Os graos de café verde
sao ricos em cafeina e a trigonelina, sendo estes os principais representantes da
classe dos alcaloides na composicao do café (YISAK; REDI-ABSHIRO;
CHANDRAVANSHI, 2018).

Azami et al. (2018) observaram acidez em torno de 0,15 a 0,16% durante
armazenamento de 14 dias, a 4 °C, de bebida lactea contendo extrato de alcaguz e
cacau em po. Oselame (2013) obtiverem valores variando de 0,18 a 0,19% para
bebidas lacteas ndo fermentadas achocolatadas. De acordo com Thamer e Penna
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(2006), a acidez exerce forte influéncia sobre os atributos de qualidade dos produtos
lacteos, sendo um dos fatores que limita sua aceitagdao. Assim, a baixa acidez das
bebidas lacteas ndo fermentadas pode favorecer a sua aceitabilidade pelos

consumidores.

5.7.Andlise sensorial das bebidas lacteas

Antes de realizar a analise sensorial foi realizada a contagem de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes nas bebidas lacteas. As contagens obtidas
(Tabela 9) nas bebidas lacteas encontram-se dentro do limite estipulado pela
legislacao brasileira, que estabelece limite maximo de 10 NMP/mL para coliformes
totais e 5 NMP/mL para coliformes termotolerantes (BRASIL, 2005). Dessa forma, o
processamento dos produtos foi realizado sob condigdes higiénico-sanitarias

adequadas.

Tabela 9 — Contagem de coliformes totais e termotolerantes nas bebidas lacteas

Coliformes totais Coliformes termotolerantes
Amostra
(NMP/mL) (NMP/mL)

CT 4,67 3,00
PD-SD 7,33 3,20
IN-SD 8,60 3,40
PD-LF 6,73 3,40
IN-LF 9,40 4,67

Valores expressos como média (N° repeticdes = 3). CT: controle; PD-SD: bebida adicionada do extrato
encapsulado com polidextrose por spray dryer; IN-SD: bebida adicionada do extrato encapsulado com
inulina por spray dryer, PD-LF: bebida adicionada do extrato encapsulado com polidextrose por
liofilizag&o; IN-LF: bebida adicionada do extrato encapsulado com inulina por liofilizagéo.

O efeito da incorporagédo do extrato de café verde encapsulado nas bebidas
lacteas sobre os atributos sensoriais do produto esta apresentado na Tabela 10.

A aceitagao do atributo aparéncia foi significativamente menor (p<0,05) para as
bebidas lacteas incorporadas com extrato de café verde quando comparadas com a
bebida CT. Para os atributos de aroma e corpo ndo houve diferengas significativas
(p>0,05) entre as amostras estudadas. A andlise estatistica entre as amostras com

extrato de café verde revelou que as diferentes técnicas e os agentes utilizados para
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encapsulagao nao interferiram nos atributos de aparéncia, aroma e corpo das bebidas

lacteas.

Tabela 10 — Média dos escores hedobnicos obtidos na analise sensorial das bebidas

lacteas incorporadas com café verde.

Atributos
Amostras Impressdo Intencéo
Aparéncia  Aroma Corpo Sabor
global de compra
CT 7,97 7,30 7,26 7,68 7,58 4,04
PD-SD 7,20* 7,242 7,112 7,32*@ 7,28*@ 3,742
IN-SD 7,31% 7,052 7,262 7,30%a 7,31%a 3,74*
PD-LF 7,16* 7,182 7,262 7,76° 7,43% 3,93
IN-LF 7,31 7,262 7,232 7,81° 7,64° 3,97°

CT: controle; PD-SD: bebida adicionada do extrato encapsulado com polidextrose por spray dryer; IN-
SD: bebida adicionada do extrato encapsulado com inulina por spray dryer; PD-LF: bebida adicionada
do extrato encapsulado com polidextrose por liofilizagdo; IN-LF: bebida adicionada do extrato
encapsulado com inulina por liofilizagdo. * indica diferenga significativa entre o controle e as amostras
pelo teste Dunnett. Médias seguidas por letras minusculas diferentes, em uma mesma coluna, diferem
entre si pelo teste Tukey (p<0,05).

Em relacdo aos atributos sabor, impressédo global e intencido de compra, as
bebidas lacteas adicionadas com os extratos de café verde liofilizados ndo diferiram
da bebida CT (p>0,05). Por outro lado, as bebidas com extratos encapsulados por
spray dryer apresentaram escores significativamente menores (p<0,05), em relagao
ao CT para esses atributos. Ainda, comparando as diferentes técnicas e materiais de
encapsulacao, as amostras com extratos de café verde liofilizados apresentaram
melhor sabor (p<0,05) em relagdo as bebidas com extratos encapsulados por spray
dryer. Para impressao global e intencdo de compra, a bebida IN-LF apresentou
escores significativamente maiores que as bebidas adicionadas dos extratos
encapsulados por spray dryer.

Além das propriedades nutricionais das bebidas adicionadas de café verde e
das propriedades funcionais das fibras alimentares (inulina e polidextrose), os atributos
sensoriais sdo fatores importantes para a aceitagdo do consumidor (SECZYK;
SWIECA; GAWLIK-DZIKI, 2017). Com base nas pontuacdes recebidas, todos os
produtos testados apresentaram boa aceitagdo sensorial pelos consumidores, em que
todas as médias dos atributos situaram-se entre os termos heddnicos “gostei
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moderadamente” a “gostei muito” para a aceitagao, e entre os termos “talvez compraria/
talvez nao compraria” a “provavelmente compraria® para intencdo de compra. No
entanto, as bebidas lacteas incorporadas com os extratos liofilizados apresentaram
melhores aceitagdo para sabor, impressao global e intengdo de compra, em que a
bebida IN-LF apresentou maior aceitacdo para estes dois ultimos atributos quando
comparada as bebidas incorporadas com os extratos encasulados por spray dryer.
Outros estudos também investigaram a influéncia da incorporagao de extrato de
café verde nos atributos sensoriais de produtos alimenticios. Seczyk, Swieca e Gawlik-
Dziki (2017) estudaram a fortificacdo de leite de soja com extrato de café verde e
verificaram que as bebidas formuladas foram moderadamente aceitaveis, obtendo
meédias dos escores heddnicos variando de 4,3 a 5,5, em que a adigcdo do extrato
influenciou positivamente o aroma, textura, sabor e impressao global dos produtos.
Dziki et al. (2015) obtiveram médias heddnicas variando de 6,2 a 8,4 para aroma, sabor
e impressao global de pado de trigo enriquecido com farinha de café verde,
apresentando boa aceitacao pelos consumidores. Por outro lado, a inulina tem ampla
aplicagao na industria de alimentos e vem sendo utilizada nas formulagdes em razao
das suas propriedades nutricionais, aumentando o teor de fibras dos produtos
(PIMENTEL; GARCIA; PRUDENCIO, 2012). Por conter frutose, glicose e sacarose &
ligeiramente doce, o que pode ter contribuido para o sabor das bebidas lacteas,

melhorando a aceitacao desse atributo.
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6. CONCLUSAO

O uso das técnicas de spray dryer e liofilizagdo, bem como o uso dos agentes
polidextrose e inulina foram eficientes na microencapsulacao do extrato de café verde,
permitindo a produgao de extratos encapsulados com quantidades consideraveis de
fendlicos totais, cafeina, acido clorogénico, trigonelina e elevada atividade
antioxidante. Em relagdo as caracteristicas fisicas das amostras encapsuladas, as
técnicas e os agentes utilizados exerceram influéncia significativa, em que os extratos
encapsulados pelo processo de liofilizagdo com inulina apresentaram caracteristicas
mais desejaveis como menor umidade, atividade de agua e higroscopicidade.

A adicao dos extratos de café verde encapsulados em bebidas lacteas nao
fermentadas proporcionou o aumento do conteudo fendlico e propriedades
antioxidantes dos produtos formulados. Além disso, a microencapsulagédo do extrato
de café verde permitiu a liberagao controlada dos compostos bioativos, possibilitando
uma maior manutengao desses compostos nas bebidas ao longo do armazenamento.

As bebidas lacteas incorporadas com os extratos encapsulados apresentaram
boa aceitacdo pelos consumidores, em que o produto formulado com o extrato
liofilizado com inulina apresentou melhor aceitagao para impressao global e intengao
de compra.

Dessa forma, a microencapsulacao de extratos de café verde mostrou ser uma
técnica promissora para a obtencao compostos bioativos, apresentando potencial
aplicacdo em produtos alimenticios visando a elaboracdo de produtos com
propriedades funcionais.

Para estudos futuros sugere-se avaliar o comportamento dos extratos
encapsulados sob diferentes condicbes de armazenamento, como alteragbes de
umidade, temperatura e tempo de estocagem. Ainda, sugere-se a aplicagdo dos

extratos encapsulados em outras matrizes alimenticias.
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8. APENDICES

Apéndice A — Cromatogramas dos padroes de referéncia
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Figura A - Cromatograma do padrao cafeina.
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Figura B - Cromatograma do padrao de acido clorogénico (5-ACQ)
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Figura C — Cromatograma do padréao trigonelina.
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Apéndice B — Cromatogramas do extrato aquoso e dos extratos microencapsulados
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Figura D — Cromatograma do extrato aquoso de café verde conilon.
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Figura E — Cromatograma do extrato encapsulado com polidextrose por spray dryer.
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Figura F — Cromatograma do extrato encapsulado com inulina por spray dryer.
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Figura G — Cromatograma do extrato encapsulado com polidextrose por liofilizagao.
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Apéndice C - Ficha de avaliagcao do teste de aceitagao e intengao de compra.

Nome:

Sexo: Idade:

Por favor, avalie a amostra servida e indique o quanto gostou ou desgostou de cada um dos atributos sensoriais
do produto. Marque a resposta que melhor reflita seu julgamento, de acordo com a escala abaixo.

Cédigo da amostra:

9 — Gostei extremamente

8 — Gostei muito

7 — Gostei moderadamente

6 — Gostei ligeiramente

5 — Indiferente

4 — Desgostei ligeiramente

3 — Desgostei moderadamente
2 — Desgostei muito

1 — Desgostei extremamente

Aparéncia

Aroma

Corpo

Sabor

Impresséo global

Por favor, marque a resposta que melhor corresponde a sua intengéo de compra:

() Definitivamente compraria

() Provavelmente compraria

() Talvez compraria/ Talvez ndo compraria
() Provavelmente ndo compraria

() Definitivamente ndo compraria

Comentarios:
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9. ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
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€9 TP SANTO - CAMPUS ALEGRE

'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Aplicacdo do café conilon e arabica verde e torrado no enriquecimento de produtos
alimenticios

Pesquisador: Pollyanna Ibrahim Silva

Area Tematica:

Versdo: 4

CAAE: 78243417.2.0000.8151

Instituigao Proponente: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

MNilmero do Parecer: 2.669.719

Apresentagdo do Projeto:

O presente projeto trata do estudo dos cafés conilon e ardbica, em diferentes formas, como café verde e
café torrado sob intensidades distintas, em relagdo a particularidades de extratos de café verde e da borra
de café torrado. Os cafés verde e torrado sdo ricos em compostos bioativos que apresentam propriedades
benéficas a salide, como atividade antioxidante e anti-inflamatéria. A borra de café, subproduto da produgdo
de bebidas de café, também possui em sua composi¢do compostos antioxidantes, o que gera interesse de
sua utilizag@o na incorpora¢do em alimentos. Tais compostos exercem efeito benéfico sobre a resisténcia a
insulina, prevenindo a diabetes e risco de doengas cardiovasculares, e também efeito anticdncer. Além
disso, a reutilizagdo da borra de café contribui para a redug@io da gerac¢do de residuos, tanto em indistrias
quanto em nivel doméstico, reduzindo o impacto ambiental. Diante disso, esta proposta objetiva analisar
extratos de café verde e café torrado, em diferentes graus de tomra, e utilizar os extratos de café verde e a
farinha da borra de café em produtos alimenticios lacteos e panificados, verificando a possibilidade de
enriquecimento nutricional destes produtos e possibilitar o reaproveitamento de produtos e subprodutos de
café em formulagdes de alimentos. Ambos os produtos serdo submetidos & andlise sensorial com testes de
aceitacdo e intengdo de compra. Espera-se elaborar produtos alimenticios com caracteristicas nutricionais
superiores, possibilitadas pelo aproveitamento do produto café verde e do subproduto borra de café.

:  Alto Universitario, s/n, Guararema

Bairro: CENTRO CEP: 22.500-000
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Objetivo da Pesquisa:

De acordo com a pesquisadora o objetivo geral é analisar extratos de café verde e café torrado em
diferentes graus de torra e utilizar os extratos de café verde e a farinha da borra de café em produtos
alimenticios - lacteos e panificados - para verificar a possibilidade de enriquecimento nutricional destes
produtos e possibilitar o reaproveitamento de produtos e subprodutos de café em formulagdes de alimentos.
Como objetivos secundérios espera-se:

* Avaliar a composicdo centesimal das matérias-primas - café.

* Obter extratos de café verde.

* Elaborar encapsulados dos extratos de café verde pelos processos de microencapsulagdo e liofilizagdo e
caracterizar os encapsulados obtidos.

+ Aplicar os microencapsulados de café verde em bebida lactea fermentada.

* Obter e secar a bomra de café.

* Realizar analises fisico-quimicas na borra de café seca e no extrato de café verde.

« Aplicar a borra de café em cupcakes.

* Avaliar a atividade antioxidante dos extratos e das microcapsulas de café verde e da borra de café seca.

« Avaliar a composi¢do de acidos clorogénicos e de cafeina dos extratos de café verde e da borra de café
torrado, além da avaliagdo da presenca de hidroximetilfurfural na borra de café.

* Avaliar a atividade antioxidante e qualidade microbiologica dos produtos alimenticios elaborados.

* Estudar a degradagdo dos compostos fendlicos durante o amnazenamento dos produtos alimenticios.

* Realizar testes sensoriais de aceitagdo e intengdo de compra para verificar a viabilidade de elaboragdo dos
produtos em relagdo aos consumidores.

« Verificar a possibilidade de aproveitamento da borra de café e de extratos de café verde como fonte de
compostos fendlicos e antioxidantes naturais.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

De acordo com a pesquisadora, pequenos riscos €, ou desconfortos possiveis poderiam estar relacionados
a ingestdo (ainda que em quantidades muito pequenas) de ingredientes préprios dos produtos panificados e
das bebidas lacteas e ao desconforto (constrangimento ou cansago) causado por perguntas das fichas de
avaliagdo que devem ser preenchidas apés degustacdo. Desconfortos gastrointestinais, como flatuléncia,
poderiam estar relacionados & presenca de ingredientes da receita, como o leite. Entretanto, nfo se espera
haver tais desconfortos, visto que

Bairro: CENTRO CEP: 20.500-000
UF: ES Municipio: ALEGRE
Telefone: (23)3552-8771 E-mail: cep.alegreufes@gmail.com
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a ingestdo dos ingredientes sera em pequena quantidade. Caso o consumidor apresente alguns dos efeitos
adversos relacionados diretamente a pesquisa, recebera acompanhamento, assisténcia e orientagdo,
conforme o caso. A ingestdo dos cupcakes e bebidas lacteas sera suspensa e o consumidor podera ser
encaminhado ao médico da Secretaria de Saide do municipio de Alegre. J& como beneficios a
pesquisadora relaciona que o estudo sobre a elabora¢do de cupcakes com a incorporacdo de farinha de
borras de café podera colaborar para a valorizagdo deste produto, criando um mercado consumidor para o
mesmo. O café é uma bebida que possui componentes que trazem inimeros beneficios a salde. Espera-se
que os cupcakes elaborados apresentem excelentes caracteristicas e que a maioria dos consumidores
goste dos produtos, para que possam aproveitar dos beneficios oferecidos pelo aproveitamento da borra de
café (que também possui os compostos benéficos @ salde) de maneira que possam enxergar uma nova
forma de aproveitamento deste residuo que € rico nutricionalmente.

O estudo com a incorporagdo de extrato de café verde em bebidas lacteas colabora também com a
valoriza¢do do extrato de café verde, rico em compostos antioxidantes e benéficos a salde. Além disso, os
consumidores, ao consumirem os cupcakes e as bebidas lacteas formulados com farinha de borra de café e
extratos de café verde, respectivamente, poderdo vislumbrar outras possibilidades de incorporagdo desta,
ou mesmo de extrato da bebida em outras preparacdes. Como beneficio direto aos participantes da
pesquisa, havera a divulga¢do a eles de novas formas de aproveitamento dos produtos e coprodutos de
café. Como beneficio indireto aos participantes da pesquisa, destaca-se: a sua contribuicdo participando na
pesquisa sobre novos alimentos com potencial benéfico a salde gerara mais conhecimento acerca destes
alimentos, de forma que os beneficios se estendam e sejam divulgados a sociedade como um todo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto apresentado ja foi analisado e aprovado pelo Comité, e a pesquisadora submeteu uma emenda
pois tem interesse em ampliar o trabalho utilizando ndo somente o café conilon, mas também o café arabica.
Além disso, através da realizacdo de testes preliminares com as concentragcdes de borra de café sugeridas
anteriormente observou-se que ndo houve diferenca significativa para compostos fendlicos e capacidade
antioxidante quando o cupcake foi comparado com o controle (sem borra de café). Diante disso, como um
dos objetivos do trabalho sera aumentar a capacidade antioxidante e o contelido fendlico dos cupcakes a
partir da incorpora¢do da borra de café optou-se por aumentar a concentragdo de borra em até 20%, em
relagdo a farinha de trigo, e posteriormente realizar testes sensoriais de aceitagdo dos consumidores em
relagdo ao

Enderego: Alto Universitinio, s/n, Guararema
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produto, uma vez gue nao foram encontrados estudos que citem que a bora de café possul algum efeito
toxicoldgico que impossibilitaria a aplicacio da mesma, em maior quantidade, nos cupcakes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

* Folha de rosto: apresentada e adequada.

* Projeto detalhado: apresentado e adequado.

* Projeto descrito na plataforma: apresentado e adeguado

* TCLE: apresentado e adeguado.

* Termo de anuéncia da instituigio onde a pesquisa sera realizada: apresentado e adequado.
* Cronograma: apresentado e adequado.

* Orcamento: apresentado e adequado.

Recomendages:
Todas as recomendagdes solicitadas foram cumpridas pela pesquisadora.

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Apods a correqdo & adequacio pela pesquisadora dos pontos anteriormente destacados, o projeto enconira-
se adequado para sua aprovagio.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Todas as consideragdes e adequagdes solicitadas foram atendidas, desta forma aprovei o mesmo com ad-
referendum

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguive Postagem Autor Situagio
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_ 107141 09/05/2018 Aceito
do Projeto 5 El.pdf 17:06:53
Projeto Detalhado ! |PROJETO _cafe_alterado _arabica_v2.do| 09/05/2018 | Pollyanna lbrahim Aceito
Brochura cx 17:04:37 | Silva
Investigador
Recurso Anexado | CARTA_RESPOSTA pendencia_emend| 0900572018 | Pollyanna lkrahim Aceito
pelo Pesquisador a.doc 17:04:14 | Silva
Folha de Rosto fotha_rosto_alterada.pdf 23042018 | Pollyanna lbrahim Aceito

11:24:35 [Silva
TCLE  Termos de | TCLE cafe _bebida lactea_alterado ar | 20/04/2018 | Poliyanna |krahim Aceito

Enderego:  Alto Universdario, =, Guararema

Bairmo:  CENTRO CEPF: 22 500-000
UF: ES Municipio: ALEGRE
Telefone: (35528771 E-mail: cep.alegre wfesggmail.com

Eigira D4 de 05
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Contruacio do Parecer 2660719
Assentimento [ abica_ docx 173449 | Silva Aceito
Justificativa de
Auséncia
TCLE /! Termos de |TCLE_ cafe BORRA alterado arabica.d| 20/04/2018 (Pollyanna |brahim Aceito
Assentimento / OCX 173349 | Silva
Justificativa de
Auséncia

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagio da COMEP:
Nao

ALEGRE, 23 de Maio de 2018

Assinado por:
Marli Lourdes de Oliveira
{Coordenador)
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