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RESUMO

A Hibiscus Sabdariffa L. € conhecida por seu calice e flores, que apresentam uma diversidade
de compostos benéficos a saude. Suas folhas também sdo ricas em diferentes compostos,
contudo, séo geralmente desperdicadas durante o processamento. Tecnologias de extracdo
alternativas as convencionais, bem como formas de veiculagdo dos extratos que promovam a
protecdo dos efeitos biologicos e potencializam sua biodisponibilidade tém sido estudados.
Diante disso, o objetivo deste trabalho foi desenvolver um bigel com 6leo de girassol,
monoestearato de glicerol e isolado protéico de soro do leite como veiculo para compostos
bioativos da folha do Hibiscus Sabdariffa L. obtidos por alta pressdo. Primeiramente, foram
obtidos os extratos por meio de extracdo com fluido supercritico (SFE) e liquido pressurizado
(PLE). Comparando os métodos em condig¢Oes otimizadas de extracdo, notou-se que o SFE
permitiu um melhor resultado em relagéo ao teor de compostos, pois resultou em extratos mais
concentrados. Contudo, em termos de rendimento de compostos bioativos o PLE foi superior,
pois recuperou uma maior quantidade dos compostos exigindo menos tempo e solvente. Na
segunda etapa foram desenvolvidos os bigéis através da gelificacdo a frio e a quente das
proteinas. Os resultados mostraram que o processo de gelificacdo exerceu influéncia na
estrutura final dos bigéis e consequentemente nas propriedades mecanicas. A razdo
hidrogel:oleogel também foi um parametro importante, onde os arranjos fisicos (O/A, A/O ou
bicontinuo) também foram dependentes do processo de gelificacdo da proteina. De forma geral,
os bigéis produzidos a quente resultaram em géis de ruptura com maior modulo de elasticidade,
enquanto os produzidos a frio foram mais elasticos e ndo apresentaram ruptura. Em seguida, 0s
géis produzidos a frio foram utilizados para a encapsulacdo simultanea de compostos modelos
de diferentes polaridades (curcumina e riboflavina). Foi verificado que a incorporacdo dos
compostos provocou mudangas significativas na rede de gel, provocando tanto interagdes
fisicas quanto quimicas. Por fim, objetivando uma rede mais estavel frente ao processamento
de alimentos, foi avaliada a influéncia da lecitina de soja no desenvolvimento de bigéis a frio
para encapsulacdo dos extratos do hibisco. Foi observado que a lecitina promoveu maior
organizacdo da estrutura do bigel, provavelmente devido ao seu efeito surfactante, enquanto
que os extratos a tornaram mais soft. De forma geral, além da valorizacdo das folhas do hibisco,
os resultados desse trabalho podem ajudar no avango do estado-da-arte no desenvolvimento de
sistemas gelificados mistos para veiculagédo de compostos bioativos em diferentes segmentos
além da inddstria de alimentos.

Palavras-chave: Compostos bioativos; fluido supercritico; hibisco; digestibilidade; bigel



ABSTRACT

Hibiscus Sabdariffa L. is known for its calyx and flowers, which contain several compounds
related to health benefits. Its leaves are also rich in different bioactives; however, they are
usually wasted during processing. Alternative extraction technologies to conventional ones, as
well as ways of delivering extracts that can protect its biological effects and enhance their
bioavailability have been studied. Therefore, the objective of this work was to develop a bigel
with sunflower oil, glycerol monostearate and whey protein isolate as a vehicle for bioactive
compounds from the leaf of Hibiscus Sabdariffa L. obtained by high pressure. Firstly, the
extracts were obtained by supercritical fluid (SFE) and pressurized liquid (PLE) extraction.
Comparing the methods under optimized extraction conditions, it was noted that SFE showed
better results in relation to the content of compounds, since the extracts were more concentrated.
However, in terms of bioactive compounds’ yield, PLE was superior, as it recovered a greater
quantity of compounds, requiring less time and solvent. In the second stage, the bigels were
developed through cold and hot gelation of the proteins. The results showed that the gelation
process exerted an effect on the final structure of the bigels and, consequently, the mechanical
properties. The hydrogel:oleogel ratio was also an important parameter, where the physical
arrangements (O/W, W/O or bicontinuous) were also dependent on the protein gelling process.
In general, heat-set bigels produced rubber gels with a higher elasticity modulus, while cold-
set ones were more elastic and did not break. Then, the cold-set bigels were used for
simultaneous encapsulation of model compounds of different polarities (curcumin and
riboflavin). It was observed that the incorporation of the compounds caused significant changes
in the gel network, causing both physical and chemical interactions. Finally, aiming at a more
stable network for food processing, the influence of soy lecithin was evaluated in the
development of cold-set bigels for encapsulation of hibiscus extracts. It was observed that
lecithin promoted greater organization of the bigel structure, probably due to its surfactant
effect, while the extracts made it softer. In general, in addition to the hibiscus leaves
valorization, the results of this work can promote advances in the state-of-the-art of the
development of hybrid gelled systems for delivering bioactive compounds in different areas

besides the food industry.

Key-words: Bioactive compounds; supercritical fluid; hibiscus; digestibility; bigel,
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1. INTRODUGCAO, JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E ESTRUTURA DA TESE

11 INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA
Nos ultimos anos é possivel observar uma tendéncia dos consumidores por alimentos

naturais ou que contenham em sua formulacéo ingredientes que, de alguma forma, promovam
bem-estar ou atuem na prevencao de doencas. Além dessa demanda por bem-estar e saude, a
sociedade comeca a estar mais atenta a proveniéncia do que consome e 0 impacto causado no
meio ambiente durante sua cadeia produtiva. Nesse sentido, as industrias de alimentos e a
comunidade cientifica tém se mostrado comprometidas no desenvolvimento de novos produtos
contendo compostos bioativos e na utilizacdo de novas tecnologias que atendam a esse cenario.

As plantas, de forma geral, sdo reconhecidas por apresentarem uma enorme diversidade
de compostos metabolitos secundarios. Estes compostos podem desempenhar diversas funcdes,
como por exemplo, atuar como conservantes e corantes e desempenhar efeitos farmacoldgicos
e/ou nutracéuticos no corpo humano sendo, portanto, passiveis de serem utilizados como
aditivos alimentares ou no desenvolvimento de novos farmacos e alimentos funcionais
(CHEMAT et al., 2019; CVJETKO BUBALO et al., 2018). Devido ao apelo sustentavel,
nutricional e funcional, as publicacdes com extracdo de compostos de origem vegetal, tiveram
um aumento de mais de 100 % na base de busca Science Direct, da editora Elsevier, em relagdo
ao ano de 2016, partindo de 1201 para 2847 producdes anuais em 2021, quando utilizados os
termos “bioactive”, “extraction” e “vegetable”.

Entre as fontes vegetais que podem ser utilizadas como fontes de bioativos encontra-se
a Hibiscus Sabdariffa L., que é uma planta herbacea disponivel durante todo o ano e conhecida
por possuir propriedades bioldgicas benéficas, com efeitos anti-hipertensivos e
anticancerigenos (RAGHU; NAIDOO; DEWIR, 2019). Estes efeitos sdo decorrentes da
presenca de compostos bioativos como as antocianinas, flavonoides e acidos orgéanicos
presentes na planta que também é rica em macronutrientes (JABEUR et al., 2017). O célice e
as flores séo as partes mais estudadas; entretanto, as folhas correspondem a maior parte da
planta e também sdo ricas em compostos antioxidantes (ZHEN et al., 2016) e outros bioativos,
gue fazem com que possuam propriedades com efeitos hipoglicémico, antioxidante e
hipolipidémico (CHEN et al., 2013). Todavia, poucos estudos séo encontrados em relagéo a
parte folhosa da planta. Além disso, os estudos publicados geralmente utilizam processos
convencionais de extracdo solido-liquido (CHEN et al., 2013; ZHEN et al., 2016), apesar de

também serem encontradas algumas publicacdes com extracdo assistida por ultrassom (WANG
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et al., 2014; ZHEN et al., 2016). Os processos convencionais geralmente séo associados com
alto gasto energético e com a utilizacdo de solventes organicos prejudiciais a satde e a0 meio
ambiente, como o hexano e o metanol (CHEMAT et al., 2019). Portanto, para que o produto
possa chegar ao consumidor esse solvente precisa ser retirado e, para isso, etapas de remocao
precisam ser adicionadas ao processo. Tendo isso em vista, processos alternativos de extracéo
e preservacdo das propriedades dos compostos tém sido estudados, visando o aumento da
seguranca para o consumidor e a minimizacéo da utilizacdo de recursos naturais e do impacto
ambiental (GOULA et al., 2017; NATHIA-NEVES; VARDANEGA; MEIRELES, 2019;
NIPORNRAM et al., 2018). Essas tecnologias sdo conhecidas como tecnologias sustentaveis,
eco-friendly ou verdes e os solventes utilizados como quimicamente verdes.

Apesar de ser um tema discutido e estudado ha mais de uma década, é possivel observar
um aumento de mais de 200 % nas publicacGes anuais em 2023, na base de busca Science
Direct, utilizando os termos “green technology” e “extraction”, em relagao ao ano de 2016.
Dentre as tecnologias em destaque, tem-se a extracdo assistida por micro-ondas (MAE) e
tecnologias de alta pressdo como extracdo com liquidos pressurizados (PLE) e fluido
supercritico (SFE). Essas técnicas tém sido utilizadas em diferentes matrizes vegetais e seus
residuos, como sementes de uva e maracuja; pele de tomate e jabuticaba; grdos de café (RAN
et al., 2017); Arctium lappa (SOUZA et al., 2019); semente de guarana (SANTANA et al.,
2019); amora (MACHADO et al., 2014); feijoa (SANTOS et al., 2021) dentre outros. Os
resultados mostram que essas tecnologias sdo capazes de extrair biocompostos de forma mais
eficiente com menor utilizacdo de recursos energéticos e solvente (LU et al., 2019). Dessa
forma, o investimento e a continuidade dos estudos sobre essas tecnologias se fazem
necessarios, visando um aprimoramento continuo, com melhoria de rendimento e aumento do
seu carater sustentavel.

Além de novas técnicas de extracdo, formas de veiculagcdo de compostos bioativos com
o0 intuito de potencializar sua biodisponibilidade e seus efeitos nutricionais e farmacoldgicos
tém sido foco de diversas pesquisas (BEHERA et al., 2015; LUPI et al., 2016; PINHEIRO et
al., 2017; SAGIRI et al., 2014; SINGH et al., 2014). Dentre as diferentes formas inovadoras,
encontram-se 0s géis mistos ou bigeéis, que sé@o misturas de hidrogel e oleogel (SINGH et al.,
2014). Devido a alta estabilidade de sua estrutura de carater anfifilico, os bigéis permitem a
incorporagdo e protecdo simultanea de compostos hidrofilicos e hidrofébicos (BOLLOM;
CLARK; ACEVEDO, 2020), além de atuarem como modificadores de textura. No entanto,



16

estes sistemas tém sido estudados quase exclusivamente para aplicacBes cosméticas e

farmacéuticas, e apenas recentemente tem sido reportada a sua utilizacdo em alimentos.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Extrair e caracterizar compostos bioativos da Hibiscus Sabdariffa L. através de extragdo

a altas pressoes (extracdo com liquido pressurizado e com fluido supercritico) e veicula-los em

um gel misto a base de proteina do soro do leite, glicerol monostearato e 6leo de girassol,

desenvolvido visando aplicacdo em alimentos.

1.2.2 Objetivos especificos

1.

Otimizar a extracdo de compostos bioativos da folha da Hibiscus Sabdariffa L. atraves
de tecnologias com alta pressdo, homeadamente extracdo com fluido supercritico e
liquido pressurizado;

Extrair compostos bioativos da folha da Hibiscus Sabdariffa L. através de metodologia
convencional (maceracdo) como forma de comparacdo com tecnologias alternativas;
Caracterizar 0s compostos presentes nos extratos obtidos por diferentes métodos de
extracdo em relacdo a sua composicao;

Desenvolver um gel misto a base de isolado proteico do soro do leite, glicerol
monostearato e 6leo de girassol, utilizando as técnicas de gelificacdo quente e fria das
proteinas;

Avaliar as propriedades reoldgicas, mecénicas, termodindmicas e estruturais dos géis
mistos;

Veicular compostos modelos (curcumina e riboflavina) nas fases oleogel e hidrogel e
avaliar sua influéncia nas propriedades mecanicas, termodinamicas e estruturais dos
géis mistos;

Avaliar a adigédo de surfactante (lecitina de soja) no aprimoramento das propriedades
fisico-quimicas dos géis mistos;

Veicular um extrato selecionado da folha da Hibiscus Sabdariffa L. nos géis mistos
aprimorados com surfactante;

Avaliar a liberacdo e estabilidade dos compostos veiculados quando submetidos as

condigdes do sistema trato gastrointestinal.
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1.3 ESTRUTURA DA TESE

Essa Tese de Doutorado esté estruturada na forma de capitulos. O Capitulo 1 apresenta
uma introducdo e justificativa sobre o tema de pesquisa escolhido, o objetivo principal e
objetivos especificos, bem como a estrutura da Tese.

No Capitulo 2 é apresentada uma revisdo bibliogréfica, objetivando contextualizar o
leitor sobre os temas abordados nesse estudo, englobando as principais caracteristicas da
Hibiscus Sabdariffa L., assim como 0s possiveis compostos bioativos que podem ser obtidos,
e as tecnologias sustentaveis utilizadas para obtencdo desses compostos. Além destes temas,
tém-se uma breve discussao sobre sistemas gelificados, incluindo hidrogéis, oleogéis e bigéis e
suas respectivas caracteristicas.

O Capitulo 3 refere-se ao primeiro artigo produzido, j& publicado no Journal of
Supercritical Fluids, abordando de forma detalhada as extrac6es com fluido supercritico (SFE),
liquido pressurizado (PLE) e convencional por maceracdo dos compostos bioativos das folhas
de hibisco. Também foi realizada a caracterizagdo dos extratos em relacdo a quantidade de
compostos fenolicos, flavonoides, antocianinas, taninos e atividade antioxidante.

O Capitulo 4 refere-se ao segundo artigo submetido a revista Food Research
International, que aborda a elaboracdo e caracterizacdo dos bigéis a partir de oleogéis de
glicerol monoestearato e 6leo de girassol e hidrogéis de isolado protéico de soro do leite. A fase
hidrogel foi gelificada através dos métodos de gelificacdo a quente e a frio. Dessa forma, pode-
se relacionar a influéncia do mecanismo de gelificacdo nas propriedades reoldgicas, mecanicas,
termodindmicas e estruturais dos bigéis. Esse trabalho serviu de ponto de partida para a
producdo dos préximos trabalhos, que foram o aprimoramento dos bigéis atravées da adi¢do de
surfactantes, a veiculacdo de compostos modelos e dos extratos vegetais obtidos previamente.

Os Capitulos 5 e 6 referem-se aos artigos referentes a incorporacdo da curcumina e
riboflavina, bem como dos extratos, ao bigel, respectivamente. Nestes, pode-se observar a
influéncia dos compostos nas propriedades reoldgicas, mecanicas e estruturais dos bigéis, além
da liberagdo controlada em simulante alimentar e no trato gastrointestinal. Por fim, o Capitulo
7 aborda, de forma geral, todos os resultados obtidos neste trabalho, e os trabalhos futuros que
podem ser desenvolvidos. A Figura 1 apresenta esquematicamente os capitulos da Tese de
Doutorado, de forma a facilitar a visualiza¢do dos resultados obtidos em concordancia com os

objetivos especificos deste trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HIBISCUS SABDARIFFA L.

A Hibiscus sabdariffa L., também conhecida como roselle, ¢ uma planta herbacea
pertencente a familia Malvaceae. E amplamente cultivada em muitas areas, incluindo América
Central e Africa e pode ser dividida em trés gendtipos diferentes: verde, vermelho escuro e
vermelho, variedade mais comumente utilizada (Figura 2.1) (JABEUR et al.,, 2017,
KARAASLAN, 2019). E conhecida por possuir propriedades benéficas com efeitos anti-
hipertensivos e anticancerigenos. Suas folhas possuem cores variadas indo do verde profundo
ao vermelho, e suas flores tons amarelo palido ou rosa claro com o centro vermelho (RAGHU;
NAIDOO; DEWIR, 2019).

Figura 2.1. Hibiscus sabdariffa L.

Fonte: Autor

Seu calice € comumente utilizado na culinaria devido ao seu sabor exético (ALANON
et al., 2020), podendo ser encontrado seco ou in natura. Também ¢é aplicado na preparacdo
bebidas a base de plantas, bebidas quentes e frias, bebidas fermentadas, vinho, geleia, sorvetes,
chocolates, aromatizantes, pudins e bolos (CLIMACO; VARDANEGA; FASOLIN, 2023);
enquanto suas folhas sdo consumidas apenas como vegetal verde folhoso (JABEUR et al.,
2017).

Dentre as partes da planta, o célice e as flores s&o as partes mais estudadas, devido a sua
maior carga nutricional, contedo de pectina, acido ascérbico e malico, e compostos fendlicos
(PERALTA et al., 2019). Entretanto, as folhas também possuem valor nutricional, medicinal e
econdmico para as industrias alimenticia e farmacéutica, devido ao seu rico contetdo de macro

e micronutrientes, vitamina C e minerais (RASHEED et al., 2018). Contudo, os &acidos
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organicos, antocianinas, polissacarideos e flavonoides sdo os compostos mais estudados
presentes nas folhas (MOURA et al., 2019).

A guantidade de compostos bioativos com atividade antioxidante presentes na folha é
superior a outras matrizes vegetais reconhecidas pelo contetdo desses compostos e em alguns
casos, seu proprio calice, dependendo da forma de extracdo (Tabela 2.1) (DA-COSTA-ROCHA
et al.,, 2014). Sindi et al (2014), analisaram o calice do hibisco através de um processo
convencional utilizando 4gua como solvente, e obtiveram valores superiores ao encontrado por
Singh et al. (2011) para antocianinas nas folhas de hibisco. Porém, a atividade antioxidante dos
compostos presentes nas folhas apresentou valores superiores ao encontrado no célice (SINDI,
MARSHALL; MORGAN, 2014), utilizando tanto o extrato aquoso (SINGH et al., 2011)
guanto metanodlico (SINGH et al., 2015).

Comparando com outras matrizes como a beterraba, uva e araca; também € possivel
constatar valores inferiores na concentracao de bioativos em comparacéo as folhas de hibisco.
El-Beltagi et al. (2018) analisou a polpa da beterraba através de extracdo em shaker com etanol
durante 24 horas, Schiassi et al., (2018) analisou a polpa do araca através de moagem com agua,
e Gonzélez et al., (2020) analisou a polpa da uva através de extracdo assistida por ultrassom
com solu¢do hidroalcdolica (1:1 etanol:dgua). Dentre esses estudos, apenas os valores para
antocianinas superam os encontrados em extrato aquoso da folha do hibisco.

Dessa forma, pode-se constatar que as folhas do hibisco sdo uma fonte promissora
para recuperacdo de compostos bioativos. Entretanto, a falta de estudos sobre os compostos
foliares dessa planta ainda € grande (ZHEN et al., 2016), uma vez que os trabalhos ja
publicados fazem uso, em sua maioria, apenas de tecnologias convencionais, como pode ser
observado na Tabela 2.2. Isso provoca desperdicio de compostos de alto valor agregado que
poderiam ser utilizados para fins mais nobres, uma vez que a maior porcentagem da planta é
composta por folhas (ZHEN et al., 2016).



Tabela 2.1. Compostos bioativos presentes em diferentes matrizes vegetais.
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Matriz Método Antocianinas Carotenoides Fenolicos Taninos AA* (%) Referéncia
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g)

Araca — polpa (Psidium g. Swartz)* Moagem com agua - 0,43+0,05 89,14+0,94 - 7,21 Schiassi et al., (2018)
Beterraba — folha (Beta vulgaris)? Moagem com metanol 423,8+6,2 225,347 250,0+4,5 467,1+8,4 93,5 Singh et al., (2015)
Beterraba — polpa (Beta vulgaris)? Shaker com etanol / 24h 63,73+0,03 1,72+0,08 133,5¢1,05  5,13+0,081 70,35 El-Beltagi et al. (2018)
Beterraba — polpa (Beta vulgaris)® Banho-maria - - 96,23 - 86,34 Kushwaha et al. (2017)

Hibisco — folha (Hibiscus Sabdariffa L.)? Moagem com agua 41,70+0,96 18,85+0,68 - 107,56+1,34 83,4 Singh et al., (2011)

Hibisco — folha (Hibiscus Sabdariffa L.)* Moagem com metanol 79,0£3,5 694,6+4,6 235,5+3,0 519,4+5,1 87,4 Singh et al., (2015)

Hibisco — calice (Hibiscus Sabdariffa L.)* Extrato aquoso 58,60+0,48 - 21,67+0,93 - 71,98 Sindi et al., (2014)
Uva - pele (Vitis Vinifera)? Ultrassom etanol 60 % - - 71,12+1,76 - 63,74 Milella et al. (2019)
Uva — polpa (Vitis Vinifera)? Ultrassom etanol:agua (1:1) 400,00+1,0 - 2160+3,8 -

Gonzélez et al., (2020)

lexpresso em g de matéria prima fresca; 2expresso em g de matéria prima seca; expresso em ml de extrato; Atividade Antioxidante

Tabela 2.2. Compostos bioativos da folha do hibisco obtidos através de diferentes métodos de extracéo.

Meétodo / Solvente

Compostos fendlicos?

Flavonoides? Antocianinas®  Taninos* Referéncia
Maceracéo com &gua 14,00 - 0,417 1,075 Singh et al., (2011)
Moagem com agua 2,35 4,20 0,79 5,19 Singh et al., (2015)
Ultrassom com metanol 29,9 7,31 - - Zhen et al (2016)
Shaker com &gua +HCI 15,7 14,0 - - Karaaslan et al. (2019)
Extragdo com metanol, 0,35 0,75 0,013 -

hexano e acetato de etila.

Chen et al. (2013)

texpresso mg de acido galico/g de extrato seco; 2expresso em mg de catequina/g de extrato seco; expressa em mg de cianidina-3-glicosideo/g de extrato seco; “expresso em mg de acido

tanico/g de extrato seco.
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E possivel observar como o método de extracéo exerce grande influéncia na quantidade
de compostos fendlicos presente nos extratos, sendo obtidos desde 2,35 mg/g de extrato seco
através de moagem com agua (SINGH et al., 2015), até 14 mg/g de extrato seco através de
maceracdo com agua (SINGH et al., 2011). Com a utilizagdo de um shaker com solucdo éacida,
tem-se também um rendimento ainda maior destes compostos (15,7 mg/g de extrato seco)
(KARAASLAN, 2019) e, com a extracdo assistida por ultrassom utilizando metanol como
solvente, esse valor se eleva quase 50 % (29,9 mg/g de extrato seco), o que foi observado
também para o contetdo de flavondis (ZHEN et al., 2016).

Os extratos das folhas de hibisco obtidos por extragdo com metanol, hexano e acetato
de etila foram ricos em polifendis e apresentaram efeitos hipoglicémicos, antioxidantes e
hipolipidémicos em quantidade equiparaveis com outras matrizes mais conhecidas (CHEN et
al., 2013). Todavia, a presenca dessas classes de compostos bioativos ndo assegura a
funcionalidade ou atividade biolégica do extrato. Essa caracteristica € dependente das
moléculas presentes no extrato. A Tabela 2.3 detalha os compostos identificados nas folhas de
hibisco em diferentes métodos e condicdes de extracao.

Em um estudo utilizando extrato aquoso das folhas do hibisco, realizado por Balogun et
al. (2019), foi possivel observar a presenca de atividade anti-hipertensiva contra hipertensdo
induzida por carga de sal em ratos. Gosain et al. (2010) avaliaram o efeito hiperlipidémico das
folhas, através de extracdo em Soxhlet com etanol 95 % por 72 h, e constatou que a
administracdo utilizada possibilitou a reducdo significativa do colesterol sérico, LDL, VLDL e
nivel sérico de triglicerideos entre 15 % e 30 %, ap6s quatro semanas de tratamento. Lin et al.
(2012), por sua vez, avaliaram a atividade anticancerigena das folhas contra células de cancer
de prostata humano in vitro e in vivo, e observaram efeito antiapoptético tanto por vias
intrinsecas quanto extrinseca, inibindo também o crescimento de tumor de préstata em

camundongos.
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Método A. Antioxidante Compostos identificados Referéncia
ABTS! DPPH?
Maceragio com 4gua, etanol e acetona ) 79.70% Acido gélico, aCJdp ascorbico, t.:lanldlna-Sjgllcomdeo, cido Singh et al.,
) tanico, carotenoides, clorofila (2011)
Extracdo com metanol (50 °C/3 h). O filtrado foi seco com Acido galico, acido protocatecuico (PCA), catequina, galato
evaporador rotativo a vacuo e o residuo dissolvido em agua (50°C) de epicatequina (ECG), acido elagico, rutina, acido g-
. . . - 70% AL o : . R Chen et al. (2013)
e extraido com hexano. A fase aquosa foi extraida com acetato de cumarico, acido ferulico, quercetina, naringenina, acido
etila elagico, acido ferdlico e quercetina
Extracéo assistida por banho_ultrassonlco (500 W)_ com metanol ) 320 pg/ml a0|do_ neoclorogAen_lco, ac!do cI_orogemc_o,_amdo Wang et al.(2014)
70% (v/v) por 30 min a temperatura ambiente criptoclorogénico, rutina e isoquercitrina
Moagem da folha fresca, fervida por 5 min com &gua ou solucéo de ) 96.0% Acido galico, catequina, cianidina-3-glicosideo, acido Singh et al.,
NaCl 5% (1:1 p/v amostra: solvente) 70 tanico, carotenoides, clorofila, vit. C (2015)
Maceracéo por 24 h em 300 mL de metanol & temperatura ambiente ) o - . Formagio et
(1:6 p/v amostra: solvente) 44,98 pg/ml Acido galico e catequina al.(2015)
Extracdo em shaker com agua gelada (_1:20 p/v amostra: solvente) 93.7% i Clorofila e acido ascorbico Kumar et
durante 30 min al.(2015)
Extracdo com metanol 70% (v/v) e solucéo de &cido acético 0,1%. 5-(hidroximetil)furfurall, acido neoclorogeénico, &c. galico,
A solucéo foi colocada em banho-maria ultrassénico por 10 min 152,5 molTE/g - ac. clorogénico, ac. criptoclorogénico, ac. clorogénicos Zhen et al (2016)
seguido de agitacdo em temperatura ambiente durante a noite totais; quercetina; canferol
Extracio com etanol sob agitagéio continua (150 min-t) por 2-3 dias ) 65.19% fitol, alfa-tocoferol, melt_ll linolenato, etil palmitato e etil Subhaswaraj et al.
inolenato (2017)
Agitacdo em shaker por 1 h com solventes acidificados com HCI catequina, epicatequina, &cido clorogénico, &cido cafeico, Karaaslan et al
0,1% em temperatura ambiente. Solventes utilizados: 4gua, 33,2 mgTE/g - acido p-cumérico, naringina, hesperidina, floridzina, rutina, '

metanol, etanol, acetona e acetonitrila

acido elagico e miricetina

(2019)

IABTS: Atividade antioxidante por captura do radical 2,2"-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico); 2DPPH: Atividade antioxidante por captura do radical 2,2-difenil-

1-picril-hidrazil
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Além das atividades descritas, a atividade antioxidante também é dependente dos
compostos presentes no extrato e por isso pode mudar consideravelmente dependendo das
condicdes de extracdo (Tabela 2.3). Subhaswaraj et al. (2017) avaliaram a atividade
antioxidante das folhas através de agitacdo continua com etanol, em periodo de 2 a 3 dias, e
obtiveram um valor de 65,19 %. Por sua vez, Chen et al. (2013) avaliaram a extracdo com
metanol a 50 °C por 3 h e obtiveram resultado superior (70 %), enquanto a extracao através da
fervura das folhas em solucao de NaCl 5 % (1:1 p/v amostra: agua) por 5 min, levou a 90 % de
atividade antioxidante pelo método DPPH (SINGH et al., 2015).

Um fator importante a ser avaliado é o tempo de extracdo, que também influencia no
perfil e nas caracteristicas dos compostos extraidos, dependendo do método e das condigdes
utilizadas na obtencdo do extrato. Na extracdo assistida por ultrassom, a aplicacdo das ondas
sonoras por periodos mais longos, utilizando solucdo etanolica a 95 % (v/v) resultou em
menores valores de atividade antioxidante (CHEW et al., 2021). De forma geral, tem-se a ideia
gue maiores tempos de extracdo resultam em maiores rendimentos de compostos e como
consequéncia a atividade antioxidante. Entretanto, dependendo do processo pode ocorrer a
degracdo dos compostos (MUHAMMAD et al., 2018), reduzindo assim ndo sO a atividade
antioxidante, mas também outras atividades bioldgicas, uma vez que o tempo de exposi¢do
tende a se relacionar com a temperatura, assim, tanto para o SFE, quanto PLE e MAE, a variagédo

desses dois fatores podem causar efeitos adversos.

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS
2.2.1 Polifendis

Dentre 0s metabolitos secundarios presente nas plantas, 0s mais comumente presentes
sdo os compostos fendlicos ou polifendis, que sdo compostos amplamente estudados devido ao
seu potencial antioxidante. Esses compostos sdo comumente encontrados em frutas, legumes,
ché, café e vinho, e sdo responsaveis pelas caracteristicas sensoriais dos alimentos, como sabor,
cor e aroma (VARGAS-RAMELLA et al., 2021).

Eles apresentam em sua estrutura um ou mais anéis aromaticos acoplados a um ou mais
grupos hidroxilas e podem variar desde estruturas mais simples, como os acidos fendlicos, até
estruturas complexas como os taninos (ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021). Além
desses, os compostos fenolicos também podem ser classificados em estilbenos e flavonoides,
apresentando ainda subclasses na maioria dos casos (Figura 2.2) (ALARA; ABDURAHMAN,;
UKAEGBU, 2021).
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Figura 2.2. Principais classes dos compostos fendlicos.

Compostos Fenolicos
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Antocianinas

Isoflavonas

Fonte: Adaptado de Alara; Abdurahman e Ukaegbu (2021)

Os compostos fendlicos sdo diferenciados pela taxonomia bioldgica, sendo os acidos
fendlicos compostos por um anel benzeno ligado a uma cadeia carb6nica (Ces-Cn), 0s flavondis
e estilbenos contendo dois anéis benzenos interligados por uma cadeia carbonica (Ce-Cn- Ce),
e 0s taninos, que entram na classificacdo de fendis poliméricos [(Cé)n, (Ce-C3)n, € (Cs-C3-Cé)n]
(TSIMOGIANNIS; OREOPOULOU, 2019). Dentre os compostos existentes, 0s mais
comumente encontrados nas folhas do Hibiscus Sabdariffa L. sdo: éacido galico, acido
protocatecuico (PCA), catequina, galato de epicatequina (ECG), &cido elagico, rutina, acido g-

cumarico, &cido ferulico, quercetina e naringenina.

2.2.2  Acidos fendlicos
Os é&cidos fendlicos compdem o grupo mais proeminente dos polifendis presentes nas

plantas (RASHMI; NEGI, 2020). Eles dividem-se em dois grupos, os acidos hidroxicindmicos
e os hidroxibenzoicos (Figura 2.3), sendo o primeiro grupo representado pelos &cidos cafeico,
p-cumarico, ferdlico e sinapico, e presentes em varias matrizes vegetais, como frutas e cereais
(OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Ja os acidos hidroxibenzédicos constituem uma parte da
complexa estrutura dos taninos, e se apresentam em menor quantidade nos vegetais consumidos

por humanos; porém podem ser encontrados em alguns produtos fermentados como iogurte,
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cerveja e vinho (OLIVEIRA; REIS, 2017). Os acidos fendlicos sdo responsaveis por conferir
cor, sabor, adstringéncia e aspereza, além de possuirem propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias,  imunorreguladoras,  antialérgicas, antiaterogénicas, antimicrobianas,

antitrombdticas, cardioprotetoras, anticancerigenas e antidiabéticas (RASHMI; NEGI, 2020).

Figura 2.3. Estrutura quimica dos acidos fendlicos mais encontrados em matrizes vegetais.

Acidos fenélicos Estrutura quimica
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Fonte: Adaptado de Scalzini et al. (2021)

Varios autores ja identificaram a presenca desses compostos em matrizes alimenticias.
Cruz et al. (2019) analisaram as folhas de yacon através do uso da tecnologia supercritica
utilizando etanol como cossolvente, e encontraram por¢des quantificaveis de acido galico;
acido protocatecuico; acido clorogénico; acido cafeico e acido ferulico. Nas folhas da manga
também foram quantificados acido galico, acido 3,4-diidroxibenzéico e galato de metila,
através de extracdo com liquido pressurizado (FERNANDEZ-PONCE et al., 2015). Para as
folhas do Hibiscus sabdariffa L., alguns autores identificaram a presenca de diferentes acidos
fenolicos, como acido galico; acido protocatecuico (PCA); acido elagico; acido g-cumarico e

acido ferulico, através de maceragdo com etanol 50% durante 3 h (CHEN et al., 2013). Através
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da extragéo assistida por ultrassom com metanol 70 % durante 30 min foram identificados os
acidos neoclorogénico, clorogénico e criptoclorogénico (WANG et al., 2014); enquanto que
para maceracdo com metanol por 24 h (FORMAGIO et al., 2015) e moagem com agua (SINGH
et al., 2015) os autores quantificaram apenas o acido galico.

2.2.3 Flavonoides
Os flavonoides sdo os principais polifendis da dieta humana. E uma categoria de

compostos fendlicos amplamente distribuida em plantas vasculares, e possuem potentes
propriedades antioxidantes e antimicrobianas (ZHANG et al., 2020); além de acdes anti-
hipertensivas, antiartriticas, anti-inflamatorias,  anti-hepatotoxicas e  anti-Ulceras
(ALEXANDRE et al., 2018). De forma geral, s&o compostos por um nucleo de flavan com 15
atomos de carbono dispostos em 3 anéis. Eles se subdividem em cinco subgrupos,
nomeadamente flavonas, flavanonas, flavondis, antocianinas e isoflavonas (Figura 2.4)
(ALARA; ABDURAHMAN; UKAEGBU, 2021). Singh et al. (2015) encontraram quantidades
consideraveis de flavonoides (402,2 mg/100 g de matéria prima) nas folhas do Hibiscus

Sabdariffa L., extraidos a partir da folha fresca.

Figura 2.4. Estrutura quimica das principais classes dos flavonoides.
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Fonte: Adaptado de Garavand et al. (2021)

Os flavonois constituem a maior classe dos flavonoides, e geralmente apresentam
propriedades com maior atividade farmacologica, tanto in vivo quanto in vitro, quando
comparados com as outras classes (TONG et al., 2021). Dentre os flavondis existentes, a

quercetina (Figura 2.5) é o mais conhecido, difundido e estudado, estando presente em uma
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infinidade de frutas e vegetais (BARRECA et al., 2021). Esse composto possui atividade
anticarcinogénicas, antimicrobianas, antidiabéticas e anti-inflamatorias (DUAN et al., 2021).
Além da quercetina, também sdo exemplos de flavondis a fisetina, galangina, gossipetina,
kaempferol, morina, miricetina, e viscidulina, que apresentam, de forma geral, atividades
antitumoral, anti-inflamatoria, antidiabética, antienvelhecimento, antimicrobiano, antioxidante

e efeitos benéficos no sistema cardiovascular.

Figura 2.5. Estrutura quimica da quercetina.
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Fonte: Adaptado de Zhang et al. (2020)

Alguns autores avaliaram a capacidade antioxidante para extratos do calice (JABEUR
et al., 2017) e das folhas do Hibiscus Sabdariffa L., baseado no teor de quercetina (ZHEN et
al., 2016). Zhen et al. (2016) reportaram ser o composto de maior quantidade nas folhas, quando
comparado a outros como acido neoclorogénico, acido clorogénico, &cido criptoclorogénico e
kaempferol. Karraslan et al. (2019) avaliaram o teor de flavonoides presentes nas folhas através
de extracdo em shaker, com diferentes solventes acidificados. Os autores observaram resultados
variando de 1,05 a 27,7 mg equivalente quercetina/g de extrato seco, sendo o extrato metandlico
acidificado o mais rico nesses compostos.

As antocianinas, outra classe dos flavonoides, sdo as formas glicosidicas das
antocianidinas, e responsaveis principalmente pela pigmentacdo de plantas (GARCIA;
BLESSO, 2021), representando pigmentos hidrossollveis baseados na estrutura do 2-
fenilbenzofiril (ALEXANDRE et al., 2018). Analisando o hibisco como um todo (calice, flores
e folhas), diferentes tipos de antocianinas ja foram encontrados, como cianidina 3-rutinosideo,
delfinidina 3-sambubidsido, cianidina 3-sambubiosido, cianidina 3-glicosideo e delfinidina 3-
glicosideo (SINDI; MARSHALL; MORGAN, 2014). Suas estruturas podem ser observadas na
Figura 2.6.
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Figura 2.6. Estruturas quimicas de antocianinas encontradas na Hibiscus Sabdariffa L.
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Fonte: Adaptado de Sindi et al. (2014)

A quantidade de antocianinas em extratos obtidos a partir das flores do Hibiscus
Sabdariffa L., (MOURA et al., 2019) e de suas folhas (SINGH et al., 2011, 2015) também foi
avaliada. Percebe-se que mesmo que a guantidade encontrada nas flores (0 a 21,03 mg/g de
extrato seco) seja relativamente maior, as folhas (0,79 e 0,41 mg de cianidina-3-glicosideo/g de

extrato seco, respectivamente) também sdo passiveis de utilizacéo.

2.2.4 Taninos
Os taninos sdo polifendis adstringentes responsaveis pela precipitacdo das proteinas

(TSIMOGIANNIS; OREOPOULOQU, 2019), e sdo divididos em hidrolisaveis e condensados.
Os taninos hidrolisaveis sdo heteropolimeros compostos por &cidos polifendlicos e seus
derivados; enquanto os condensados séo flavonoides poliméricos, sendo assim, insolGveis em
agua (DE HOYOS-MARTINEZ et al., 2019). S&o encontrados amplamente em frutas,
sementes, flores e cascas; entretanto, apresentam-se em pequenas quantidades, dificultando
assim sua obtencdo (GUO et al., 2020).

Vérios fatores podem influenciar na obtencdo dos taninos, desde o tipo de matéria-
prima, como folhas, raizes e sementes, até fatores ambientais como temperatura e luminosidade,

atuando diretamente nos métodos de extracdo. Dessa forma, Lavado et al. (2021) analisaram a
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quantidade de taninos nas folhas do sobreiro (Quercus suber L.) através de extracdo
convencional em diferentes solventes e observaram que as maiores quantidades foram obtidas
a partir de soluc@es hidroalcéolicas (1,35 mg de catequina/100 g de amostra para solugdo (1:1
agua: etanol)). J& Guo et al. (2020) realizaram um delineamento experimental para obtencéo de
taninos a partir da Coriaria nepalensis, obtendo na condicéo ideal 42,81 %, com base na porgéo
de solidos solUveis absorvida por um padrdo de couro cromado em pé. Para as folhas do
Hibiscus Sabdariffa L. foram encontrados valores diferentes através de maceracdo (SINGH et
al., 2011) e moagem (SINGH et al., 2015), ambos com &gua, sendo 1,075 e 5,19 mg de acido
tanico/100 g de extrato seco, respectivamente.

2.3 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A oxidacao € um importante processo da vida bioldgica dos seres vivos, pois atua como

fonte de energia. Entretanto, a producéo excessiva de radicais livres derivados do processo de
oxidacdo pode danificar as células, provocando relaxamento tecidual, destruicdo de genes,
envelhecimento precoce, além de estarem relacionados com diversas doencas relacionadas ao
coracdo e figado, doencas neurodegenerativas e cancer em seres humanos (WANG et al., 2022).
Assim, como forma de equilibrar esse processo, 0s compostos antioxidantes atuam diretamente
na prevencdo do estresse oxidativo (SANTOS et al., 2021). Além disso, os antioxidantes
também atuam prolongando a vida util de um alimento, protegendo sua textura, cor e aroma.

De acordo com Miranda et al. (2014), os compostos antioxidantes podem se dividir em
enzimaticos, representados pelas enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Glutationa Peroxidase (GPx), e ndo enzimaticos, onde encontram-se 0s minerais, vitaminas e
polifendis (Figura 2.7). As plantas contém uma gama desses compostos, podendo ser usados
tanto no processamento e armazenamento dos alimentos além de ser uma forma de promover
salide e bem-estar no consumidor, objetivando o controle de reacGes oxidativas.

Atualmente, existem mais de 100 ensaios diferentes para determinacdo da atividade
antioxidante. Entretanto, nenhum €é capaz de avaliar essa atividade em sua totalidade, devido a
complexidade de cada matriz; uma vez que cada método utiliza apenas um composto como rota
especifica de oxidagdo. Dessa forma, se faz necessario o uso de multiplos ensaios para avaliar

de forma geral o potencial antioxidante de extratos (HOFMANN, 2019).
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Figura 2.7. Classificagcdo dos compostos antioxidantes.
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Dentre os ensaios mais comumente utilizados, tém-se 0s ensaios de eliminacdo de
radicais de acido 2,20-azino-bis-3-etilbenztiazolina-6-sulfénico (ABTS) e 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH), ensaio de poder antioxidante redutor férrico (FRAP) e ensaio de
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC), que se baseam na eliminagédo de
radicais e no potencial redox dos antioxidantes. Esses ensaios também se destacam por serem
faceis e rapidos de reproduzir (CHEDEA; POP, 2019).

Singh et al. (2015) observaram a atividade antioxidante por DPPH, das folhas do
Hibiscus Sabdariffa L., em extratos obtidos por trés métodos diferentes e obtiveram valores de
até 96 %. Estes valores sdo considerados altos, quando comparados com outras matrizes ricas
em antioxidantes, como uva e beterraba, por exemplo. Milella et al. (2019) analisaram a
atividade antioxidante por DPPH da pele da uva (Vitis vinifera L.), através de extracao assistida
por ultrassom, e encontrou valores variando de 45 a 63%, e Kushwaha e colaboradores (2017)
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encontraram valores variando de 50 a 86 %, aplicando extracdo aquosa convencional na polpa
da beterraba, utilizando 0 mesmo método. Também para a beterraba, foi encontrada valores
préximos a 70 % para a atividade antioxidante por DPPH atraves de extracdo etandlica sélido-
liquido (EL-BELTAGI et al., 2018). Constata-se, portanto, que as folhas do Hibiscus Sabdariffa
L., além de serem ricas em diferentes classes de compostos fendlicos, que estes também

apresentam alta atividade antioxidante.

2.4 TECNICAS DE EXTRACAO
A recuperacdo de compostos bioativos de matrizes vegetais é realizada atraves de

processos de extracdo. Entretanto, os métodos convencionais comumente utilizados para a
obtencgéo desses compostos fazem uso de equipamentos e procedimentos que, apesar de mais
simples, podem tornar a qualidade dos extratos obtidos questionaveis (PANJA, 2018). Além
disso, sdo geralmente extracdes longas que fazem uso de grandes volumes de solventes
organicos, aumentando o consumo de energia, e consequentemente provocando a degradagéo
de compostos sensiveis, além de gerar elevado impacto ambiental (MENA-GARCIA et al.,
2019). Dentre os existentes, os mais difundidos sdo a maceracao, Soxhlet e hidrodestilacéo, que
ao longo do tempo vém sendo substituidos por novas tecnologias, devido a busca por processos
mais sustentaveis e ambientalmente amigaveis (AGREGAN et al., 2021).

As novas tecnologias, também conhecidas como tecnologias verdes ou sustentaveis,
baseiam-se na obtencdo de um processo mais limpo, mais eficiente e menos prejudicial ao meio
ambiente (GOULA et al., 2017). Dentre elas tém-se as extracdes com alta pressdo, como
extracdo com fluido supercritico (SFE) e extracdo com liquido pressurizado (PLE), além das
extragdes assistidas por micro-ondas (MAE), ultrassom (UAE) e enzimas (EAE) (MENA-
GARCIA et al., 2019). Essas tecnologias estdo se difundindo largamente por apresentarem
vantagens como a utilizacdo de solventes verdes, como COg, etanol e dgua, em quantidades
inferiores as convencionais; além de proporcionar alto rendimento em um tempo de operagéo
reduzido (AGREGAN et al., 2021).

2.4.1 Extracdo com fluido supercritico - SFE
Como o proprio nome antecipa, a extracdo com fluido supercritico, do inglés

supercritical fluid extraction (SFE), se baseia na utilizagdo de um fluido em condicdes de
temperatura e pressdo acima do seu ponto critico (Figura 2.8), que é colocado em contato com
a matriz contendo os compostos de interesse (CHEMAT et al., 2017).
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Figure 2.8. Diagrama de fases esquematico.
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Fonte: Adaptado de Soquetta et al. (2018)

O fluido, quando no estado supercritico alia propriedades de gases e liquidos, como baixa
viscosidade, alta densidade e alta difusividade (SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2015).
Essas caracteristicas conferem aspectos vantajosos a essa técnica, pois possibilitam maior
penetrabilidade na matriz e maior poder de solvatacdo dos compostos, proporcionando assim
um maior rendimento em menor tempo. Entretanto, dependendo das condicdes utilizadas, pode
ocasionar degradacdo de compostos termossensiveis, além de ser uma técnica de alto custo
operacional (OKOLIE et al., 2019). Esse processo é dividido em duas etapas: a extracdo
propriamente dita e a separagé@o do soluto do solvente. Na Figura 2.9 observa-se um processo
de extracdo simplificado utilizando CO2 como fluido supercritico.

Primeiramente a amostra é colocada no vaso extrator, seguida da preparacdo do fluido
até sua condicdo supercritica. O fluido supercritico passa entdo pelo leito de extragdo em uma
determinada vazao pelo tempo necessario. Apoés isso, € realizada a etapa de separacdo, onde 0
fluido supercritico retorna ao estado original, condicdo na qual o extrato € insoltvel e facilmente
separado. Apds esse processo, 0 fluido pode ser descartado ou reciclado para uma nova
extragdo, como demonstrado na Figura 2.9.
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Figura 2.9. Esquema simplificado da instalacdo para extragéo utilizando CO> como fluido
supercritico, sendo (1) estado liquido, (g) estado gasoso e (sc) estado supercritico.
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Fonte: Adaptado de Chemat et al (2017).

Essa técnica tem sido muito utilizada para extracdo de 6leos volateis e também para
diferentes compostos bioativos, como catequinas de Camellia Sinensis, licopeno de tomate, e
antocianinas e outros compostos fendélicos de uma grande variedade de plantas (GALLEGO;
BUENO; HERRERO, 2019). Quando as substancias de interesse sao apolares ou de polaridade
média, 0 uso de CO; supercritico (scCO.) tem sido bastante difundido. Uma das maiores
vantagens da utilizagdo de CO», é que a temperatura e pressao necessarias para alcancar o ponto
critico sdo relativamente brandas (T.=31 °C e P.=7,38 MPa) (OKOLIE et al., 2019) quando
comparadas com a da agua (T¢=374 °C e P.=22,1 MPa), por exemplo (ZHANG et al., 2019).
Além disso, é ndo reativo, ndo-toxico, ndo-inflaméavel, possui bom poder de solvatagdo, além
de apresentar facilidade de remocao do produto, seguranca alimentar (GRAS) e baixo custo
(KOVACEVIC et al., 2018).

Contudo, por possuir baixa polaridade, o CO. é mais eficiente para extrair compostos
apolares de baixo peso molecular (até 1000 g/mol), como carotenoides, triglicerideos, acidos
graxos e 6leos volateis (CHEMAT et al., 2019). Entretanto, quando o composto de interesse é
muito polar o uso de CO; é ineficiente, fazendo-se necessaria a utilizagéo de cossolventes como
etanol e agua, que atuam como modificadores de polaridade para aumentar o rendimento da
extracdo (CHEMAT et al., 2019).

Existem na literatura diversos estudos para a obtencdo de compostos bioativos de folhas

de diferentes matrizes atraves da aplicacéo de tecnologias de extracdo com alta pressdo como o
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SFE (Tabela 2.4). Fazendo uma comparagédo entre os estudos que utilizaram folha da amora
branca (Morus Alba) (SANTOS et al., 2020b) e ora-pro-nébis (TORRES et al., 2022), é possivel
observar aproximadamente a mesma quantidade de rendimento global, sendo 1,11 %, a 60 °C
e 200 bar, e 1,78 % a 40 °C e 250 bar, respectivamente, utilizando apenas CO> como solvente.
Em outro estudo, fazendo uso do etanol como cossolvente, Cruz e colaboradores (2019)
constataram que, na mesma condic¢do (50 °C e 200 bar), o rendimento global do extrato das
folhas de yacon aumentou consideravelmente, partindo de 0,27 % (apenas CO3) para 3,76 %
(2:1 etanol:matéria seca), reforcando assim a ideia de que 0 mesmo processo pode proporcionar
resultados diferentes dependendo ndo apenas da matriz, mas também das condigdes de
operacdo, como a adicdo de cossolventes, que influenciam a densidade do solvente e
consequentemente seu poder de solvatacdo e seletividade.

Outro exemplo dessa eficiéncia pode ser observado na quantidade de compostos
fendlicos obtidos neste estudo (CRUZ et al., 2019), que variou de 16,60 mg EAG/g de extrato
utilizando COg, para 34,09 mg EAG/g de extrato com COz+etanol (2:1 etanol:matéria seca).
Entretanto, devido a variabilidade de cada matriz, faz se necessario um estudo mais profundo e
individual, para avaliacdo do quanto uma extragcdo com cossolvente pode ser mais eficaz.

Além disso, muitos trabalhos foram feitos para estudar a viabilidade dessa técnica em
comparagdo com outras técnicas convencionais (CAVALCANTI et al., 2011; VARDANEGA
et al., 2019; VARDANEGA; PRADO; MEIRELES, 2014). Extratos de folhas de Guayusa
foram obtidos por Soxhlet usando hexano, acetato de etila e etanol como solventes, SFE usando
scCO. e SFE usando scCO2 combinado com etanol (CADENA-CARRERA et al., 2019). Eles
observaram que o rendimento do extrato era maior usando Soxhlet ou SFE com scCO: + etanol.
Porém, o primeiro demandou 6 horas de processo, em temperatura de ebulicdo para cada
solvente, enquanto o SFE foi capaz de extrair em apenas 2 horas a 75 °C. Resultado semelhante
foi observado na extracdo de flavonoides e antioxidantes das folhas da Jujuba (Ziziphus jujuba
Mill. cv. Junzao), onde o melhor resultado observado foi na utilizacdo de scCO; + etanol quando
comparado com extracdo por Soxhlet e ultrassom (SONG et al., 2019).

Contudo, alem do rendimento da extracdo e pardmetros energéticos, essa técnica
apresenta outras vantagens quando comparada com as convencionais, como o uso reduzido de
tempo, solvente e do fator temperatura, que como nao necessita ser elevada (dependendo do
solvente), consequentemente facilita 0 manejo de compostos termossensiveis, além de ser um

processo intrinsecamente estéril (CHEMAT et al., 2017).
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Tabela 2.4. Trabalhos avaliando a quantidade de bioativos presentes em folhas de diferentes matrizes através de tecnologia com alta presséo.

Extracéo por SFE

Matéria-prima Rendimento/Melhor condicéo Referéncia
T (°C) P (bar) t (min) Vazéao Solvente
Amora branca R: 1,11 % (60 °C e 200 bar)
40-60 150 - 200 120 2 g/min O, Sa(”ztg;g;)a"
(Morus Alba) FT: 4,16 mg EAG/g (60 °C e 200 bar)
Bardana R: 12,78 %
_ 80 150 150 2ml/min CO, Souza et al.
(Arctium lappa) FT: 47,62 mg EAG/g (2019)
Copaiba
P 40-60 100 - 300 150 4,99 g/min CO, R: 4,00 % (60 °C e 225 bar) BOtez'g‘ift al.
(Copaifera sp). (2014)
Cravo-da-india R: 1,08 % (40 °C e 220 bar) i
_ _ 40-60 150 - 220 80 1,99 mi/min CO; Fr?h'z'ggg et
(Syzygium aromaticum) FT: 347,37 mg EAG/g (40 °C e 150 bar) al.(2019)
Ecalipto R: 3,16 % Rodrigues et al
40 200; 300 180 12 g/min CO, + Etanol 5 % iy '
(Eucalyptus) g 2 ° (200 bar) (2018)
Guayusa R: 6,02 % (75 °C e 250 bar) ]
45-75 150 - 250 180 8,33 g/min CO,+ Etanol 7 % Caderl‘azcglr;era
(Ilex guayusa Loes) FT: 4,04 mg EAG/g (75 °C e 250 bar) etal.(2019)
Guanxuma CO; R: 1,61 % (50 °C e 300 bar)
_ o 40; 50 200; 300 120 32,33 g/min Fer;gle; al.
(Sida rhombifolia) (etanol na amostra) FT: 16,46 mg EAG/g (50 °C e 300 bar) ( )
Mamaéo ) CO, + Etanol Chai et al
) ) 40-60 180 - 300 60 3;4,5; 6 ml/min R: 5,35 % (60 °C e 180 bar) 2020 '
(Carica papaya linn) (3;4e5%) ( )
Ora-pro-nobis 40-60 250 150 19,8 g/min CO, R: 1,78 % (40 °C) Torres et

al.(2022)




38

(Pereskia aculeata)

FT: 4,90 mg EAG/g (60 °C)

Rabanete Co R: 20 % (35 °C e 400 bar
_ 35-50 300; 400 180 10 g/min ’ ( ) Goyeneche et
(Raphanus sativus) (etanol na amostra) FT: 14,55 mg EAG/g (40 °C e 400 bar) al. (2018)
R: 9,35 % (55 °C e 120 bar
Oliveira (Olea europea)  55: 80 120; 200 120 10 g/min CO, + Etanol 50 % ( ) Bastante et al.
FT: 1647,23 ppm (80 °C e 120 bar) (2018)
Urtiga (Urtica dioica) 40; 60 100 - 300 300 3,33 g/min CO, R: 4,00 % (60 °C e 300 bar) D“E'z‘gczg; al.
Extracéo por PLE
Matéria-prima Rendimento/Melhor condicdo Referéncia
T (°C) P (bar) t (min) Fluxo Solvente (%0)
Bardana 3 R: 40,35 % (Etanol 45 %
_ 80 150 240 2 mi/min Agua; Etanol ( ) Reder etal.
(Arctium lappa) FT: 69,03 mg EAG/g (Etanol 45 %) (2019)
Ché-verde Lactato de etila ;
T 100 100 20 - R: 20,7 % (Etanol) Ber”‘z‘gfset al
(Camellia sinensis) Etanol (2015)
Etanol 50 o
Espinheira santa 40-60 100 30 2 ml/min Etil acetano R: 5,3 % (80°C e Etanol) Alves et al.
(Monteverdia aquifolia) FT: 326 mg EAG/g (40 °C e Etanol) (2022)
n-Hexano
Feijoa i R: 31 % (80 °C e Agua
oa 40:80 100 50 3 ml/min Etanol: Agua ( gua) e
(Acca sellowiana) FT: 158 mg EAG/g (80 °C e Agua) al.(2021)
Lacia-lima -Jimé
40-180 110 5-20 - Etanol R: 62,11 Leyva-Jimenez et

(Lippia citriodora)

al. (2018)
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Mangaba Etanol; Hexano R: 40 % (60 °C e Etanol
o 25:60 100 180 1 ml/min _ ( ) Barbosa stal.
(Hancornia speciosa) Etil acetato FT: 347 mg EAG/g (60 °C e Etanol) (2019)
Manga A ; Fernéndez-ponce
) o 60-100 40-200 180 10 g/min Agua; Etanol R: 38,7 % (Agua)
(Mangifera indica L.) etal. (2015)
Oliveira R: 51,55 % "MUFR
190 - 5 - Etanol 60 I_amili ZAOUZ%OZ i
(Olea europea) FT: 0,339 mmol EAG/g al.(2020)
Oliveira R: 44% (200 °C, 5 min, Etanol 50%) PR—
50-200 - 5-20 - Etanol _ Marim-garea et
(Olea europea) FT: 143 mg EAG/g (125 °C, 20 min, Etanol) al.(2020)
Vara-de-ouro Hexano; Acetona R: 28,9 % (140 °C e Etanol 80%) iali
_ _ 70:140 103 15 ) ) Kraulazlgeln; et al.
(Solidago virgaurea L.) Agua FT: 185 mg EAG/g (17 °C e acetona) ( )

T — Temperatura (°C); P — Presséao (bar); t — tempo (min); R: Rendimento global (%); FT: Fendlicos Totais; EAG - Equivalente a acido galico
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2.4.2 Extracdo com Liquido Pressurizado — PLE

O PLE (do inglés pressurized liquid extraction) é outra técnica que surgiu com o
objetivo de substituir as técnicas convencionais de extracdo (SOUZA et al., 2019). Essa técnica
também é conhecida por extracdo acelerada por solvente (ASE), uma vez que permite uma
extracdo mais répida, utilizando menos solvente, sendo assim considerada como “verde”
(MACHADO et al., 2014). Foi introduzida pela primeira vez pela Dionex Corporation na
Conferéncia Pittcon em 1995, recebendo a aceitagdo como um método oficial da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos EUA (USEPA) para poluentes organicos persistentes em amostras
sélidas ambientais (ANDREU; PICO, 2019).

Para utilizacdo dessa metodologia, faz-se necessério o uso de um equipamento, como
demonstrado no esquema Figura 2.10, onde a amostra € disposta na célula extratora, e o0 sistema
é iniciado com aquecimento da célula e pressurizagdo. Assim que as condicdes de temperatura
e pressao escolhidas sdo atingidas, a valvula pode ser aberta e assim comecar a coleta do extrato.
Cabe ressaltar que esse método pode ser realizado tanto no modo estético quanto no dindmico,
ou até uma combinacdo dos dois; ndo apresentando diferencas significativas quanto ao
rendimento (VAZQUEZ-ROIG; PICO, 2015).

Figure 2.10. Esquema simplificado da instalacdo para extracdo com liquido pressurizado.

Valvula de liberagio

. de pressio
Valvula P
><t—>
Bomba Frasco de
Vélvula coleta
célula estatica .
extraForz _-._[><]_>
encamisada
] A
Solvente —

Fonte: Adaptado de Andreu e Picd (ANDREU; PICO, 2019)

Comumente sdo utilizados como solvente a 4gua, metanol, acetona e hexano, em uma
faixa de temperatura de 75 °C a 150 °C e uma pressdo de 10,4 MPa (OREOPOULOQU;
TSIMOGIANNIS; OREOPOULOQU, 2019), podendo variar até 20,5 MPa (VAZQUEZ-ROIG;
PICO, 2015). Esses fatores s&o uma das principais vantagens desse processo, pois esses limites
de temperatura e pressao facilitam a extracdo de compostos em matrizes complexas, exigindo

menos tempo e solvente (OLEJAR et al., 2021). A otimizacdo da extragdo por PLE se da pela
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unido dessas duas variaveis de processo, que intensificam a transferéncia de massa, difusividade
e solubilidade dos solutos, gerando quebra nas ligacdes e na tensdo superficial do solvente,
permitindo assim gue 0 mesmo penetre na matriz com maior facilidade (HERBST et al., 2021).
Entretanto, como a alta pressdo é utilizada com o intuito de manter o fluido no seu estado liquido
qguando 0 mesmo se encontra acima do seu ponto de ebulicdo, ela pode se tornar um fator
indiferente se a extracdo for realizada numa pressao suficientemente alta (ANDREU; PICO,
2019).

Vaérios trabalhos foram realizados utilizando essa técnica (Tabela 2.4). Comparando a
extracdo com PLE de compostos das folhas da bardana (SOUZA et al., 2019) e mangaba
(BARBOSA et al., 2019), é possivel observar rendimento global semelhante, porém em
condicdes diferentes, sendo 40,35 % de rendimento a 80 °C, 150 bar e etanol 45 % (v/v) e 40
% de rendimento a 60 °C, 150 bar e etanol puro, respectivamente Outro detalhe importante
observado para a bardana, é que com o aumento da concentracdo do solvente para 88 % (v/v)
de etanol, o rendimento teve uma reducéo de 7,3 %. Santos et al. (2021), analisaram a folha da
feijoa (Acca sellowiana) com temperatura variando entre 40 °C a 80 °C, pressao de 10 MPa e
utilizando &gua, etanol e solugdo etanol:agua (50:50 v/v) como solventes. Os autores
constataram que o melhor rendimento global (35,1 %) foi obtido a 80 °C utilizando solucéo
hidroalcodlica, sendo este um comportamento comum, uma vez que a solucdo possibilita uma
maior solvatacdo dos compostos, quando comparado aos solventes puros (SANTOS et al.,
2021). Por sua vez, Ferro et al. (2019) avaliaram o rendimento global e de compostos
especificos das folhas da guanxuma (Sida rhombifolia) através de extracdo com Soxhlet
(hexano), ultrassom (etanol 70 %), fluido supercritico (CO2) e liquido pressurizado (etanol
70%) e constataram que dentre as amostras puras, 0 maior rendimento global (12,34 %) e de
compostos fenolicos (62,98 mg EAG/Q), foi observado para extracdo com liquido pressurizado
a 80 °C e 10 MPa. Percebe-se, portanto, que as técnicas de alta pressdo (SFE e PLE) sdo
eficientes na recuperacdo de compostos bioativos de matrizes foliares, uma vez que permitem
uma melhor solvatacdo dos compostos. Porém, as condi¢des operacionais variam em cada caso
a depender da matriz e do composto de interesse, sendo necessaria uma avaliagdo mais profunda

sobre as melhores condicdes a serem utilizadas.

2.4.3 Variaveis do processo
De forma geral, vérios fatores podem influenciar o rendimento de uma extracdo

realizada a alta pressdo, como a temperatura, pressdo, tempo de exposi¢do, tamanho das

particulas e tipo de solvente, sendo necessario um estudo aprofundado dessas condi¢fes em
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relacdo aos compostos de interesse, para que seja obtido um maximo rendimento sem
degradacédo dos compostos (OKOLIE et al., 2019).

Dentre as citadas, a pressdo € uma das variaveis de grande importancia para extracoes
com alta pressdo. Para o SFE, essa varidvel se relaciona diretamente com a solubilidade dos
compostos da matriz, elevando-a de forma diretamente proporcional, devido ao aumento da
densidade do CO>, conferindo assim um maior poder de solvatacdo dos compostos. Entretanto,
em alguns casos, como para 0s 6leos essenciais, 0 aumento demasiado da densidade do fluido
pode extrair simultaneamente as ceras, dificultando a anélise do resultado final (CVJETKO
BUBALDO et al., 2018). Dessa forma, a pressédo e, consequentemente a densidade do fluido,
deve ser avaliada para selecionar apenas compostos de interesse soluveis naquela condigéo. Ja
para o PLE, a pressdo pode ser um fator com menor significancia, pois ela é necessaria apenas
para manter o fluido no seu estado liquido quando ele se encontra acima do seu ponto de
ebulicdo logo, pressdes além deste ponto podem ndo apresentar influéncia no rendimento da
extracido (ANDREU; PICO, 2019).

Santos et al. (2020) estudaram a extracdo de 6leo da semente da favela (Cnidoscolus
quercifolius) por SFE e observaram que o aumento da pressdo até 300 bar a temperatura
constante de 60 °C ocasionou o0 maior rendimento de extragdo, chegando a 41%. Da mesma
forma, a 40 °C o rendimento partiu de 22,8% (200 bar) para 39,1% (300 bar). Outro trabalho,
realizado por Reder et al. (2019), avaliou os dois métodos (SFE e PLE) para folha da bardana.
Os autores observaram maior rendimento global (40,35 %) para PLE com solucédo etandlica (45
% v/v), quando comparado com SFE utilizando solugdo etandlica (1:8 v/v) como cossolvente
(9,12 %). Entretanto, apesar da diferenca entre o rendimento global, o mesmo néo foi observado
nos compostos fendlicos, que apresentaram teores semelhantes, sendo 69,03 e 72,32 mg EAG/g
de extrato, para PLE e SFE respectivamente, demonstrando assim a maior seletividade do SFE.

A temperatura, por sua vez, pode desempenhar papéis antagbnicos, visto que interfere
em mais de uma propriedade simultaneamente (densidade, viscosidade e pressdo de vapor). Um
aumento da temperatura pode aumentar a solubilidade devido ao aumento da pressdo de vapor
do soluto ocasionado pelo aumento da mobilidade e friccdo entre as moléculas. Além disso,
provoca também a reducdo da viscosidade do solvente, proporcionando uma maior difusividade
entre as moléculas com consequente aumento do rendimento. Contudo, esse aumento também
pode ser prejudicial ao processo de extra¢do, pois uma redu¢do muito intensa da densidade do
solvente reduz o poder de solvatacdo dos compostos. Dessa forma, ndo € trivial prever sua

influéncia principalmente quando combinada ao efeito da pressdo (AHANGARI et al., 2021;



43

CVJETKO BUBALO et al.,, 2018). Além disso, temperaturas elevadas podem ocasionar
degradacdo dos compostos, diminuindo a qualidade do extrato obtido (VAZQUEZ-ROIG;
PICO, 2015). Como pode ser observado no estudo nas folhas da guayusa (Ilex guayusa Loes.),
onde foi possivel quantificar uma maior quantidade de compostos fendlicos a 75 °C do que 45
°C, utilizando CO? + Etanol como cossolvente. Outro exemplo é a analise das folhas da jujuba
(Ziziphus jujuba Mill.) por tecnologia supercritica, na qual o rendimento dos flavonoides cresce
com 0 aumento da temperatura até 55 °C, e decresce em temperaturas superiores (SONG et al.,
2019).

Para analises utilizando liquido pressurizado, as temperaturas mais comumente
utilizadas variam entre 50 e 150 °C, sendo 100 °C a mais utilizada, pois situa-se acima do ponto
de ebulicdo da maioria dos solventes organicos, além de ndo ser alta o suficiente para danificar
0s compostos durante a extracdo (ANDREU; PICO, 2019). Um exemplo € o trabalho realizado
por Herbst et al. (2021) na analise do residuo da cerveja, na qual os melhores rendimentos foram
observados na maior temperatura (120 °C), mesmo variando as proporcdes de etanol:agua.
Resultado similar também foi observado por Santos et al. (2021) com as folhas da feijoa, onde
foi possivel constatar que o aumento da temperatura de 40 °C para 80 °C, utilizando etanol,
agua ou a combinagdo dos dois como solventes, durante 50 min, proporcionou aumento no
rendimento global. Esse aumento pode ser justificado pela reducdo da viscosidade e tensdo de
superficie do solvente, que facilita a penetracéo do solvente na matriz e remog¢édo dos compostos,
aumentando assim a taxa de transferéncia de massa.

A vazdo ou fluxo de solvente também é de grande importancia, pois sendo muito alto,
pode ocorrer uma percolacao preferencial, ou seja, o solvente flui em alta velocidade ao redor
da matriz, reduzindo assim o contato necessario entre o solvente e os compostos (GALLEGO;
BUENO; HERRERO, 2019). Por outro lado, varios autores reportaram que fluxos baixos
permitem um maior tempo de residéncia, ou seja, maior tempo de contato do solvente com a
matriz; porém, taxas extremamente baixas geram uma quantidade de solvente insuficiente para
extracdo dos compostos de interesse, resultando assim numa extracdo insuficiente, tanto
utilizando fluido supercritico (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020), quanto liquido
pressurizado (ANDRADE et al., 2021).

Em relacdo ao solvente utilizado, este necessita ter uma polaridade semelhante a dos
compostos, para que a extracio se torne mais eficiente (VAZQUEZ-ROIG; PICO, 2015), pois
para o0 SFE, o CO> sendo apolar, a captura de compostos polares seria facilitada apenas com a

adicdo de um cossolvente de polaridade semelhante, como pode ser observado no trabalho de
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Herbst et al. (2021) com extracdo por PLE do residuo da producdo de cerveja. Os autores
realizaram um ensaio preliminar em Soxhlet, durante 6 h, com o objetivo de avaliar a 4gua,
etanol, acetato de etila, n-hexano e acetona como possiveis solventes. Os autores constataram
que o rendimento global foi maior, quando realizado uma extracdo sequencial de &4gua e etanol,
variando de 9,6 % a 10,5 % em peso. Isso ocorreu pois houve um aumento da polaridade do
solvente, quando comparado com o0s outros solventes utilizados. Esse resultado foi comparado
com extracdo com liquido pressurizado variando temperatura (60 - 120 °C) proporcdo de
etanol:adgua (25 — 75 %) e fluxo (2 — 6 ml/min), observando que o maior rendimento (19,3 %)
foi obtido na condicdo de 120 °C, 50 % e 6 ml/min.

Apds avaliar todos os fatores listados, entender como funciona a cinética da extracao €
de grande importancia, pois atua diretamente na otimizacdo das condi¢cdes do processo
(SANTOS; DA SILVA; DA SILVA, 2020), principalmente quando se objetiva aumento de
escala e andlise de custos (ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020). De acordo com Santana
et al. (2019), a cinetica pode se dividir em até 3 fases (Figura 2.11), a primeira é chamada de
taxa de extracdo constante (CER) e representa a transferéncia de massa constante, controlada

pela convecgédo entre 0 composto e o0 solvente.

Figure 2.11. Cinética da extracdo com fluido supercritico representada por diferentes curvas
de extragéo geral.

20 A Experimental
18 - == CER
16 - FER
14 - - - - =DCI

Recuperacao (%)

70 80

Tempo (min)

Fonte: Adaptado de Cavalcanti et al. (2012) e Silva et al. (2015)
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A fase CER é seguida pela taxa de extracéo decrescente (FER), que representa a reducao
na taxa de obtencdo do extrato, ocorrendo tanto transferéncia de massa interna como externa.
Por ultimo, tém-se a fase difusional (DCI), onde a extracdo se limita apenas a difusdo e o
solvente encontra-se no interior da célula (SANTOS et al., 2020b).

Além dos que foi citado anteriormente, a curva da cinética pode apresentar inclinages
diferentes, como consequéncia da interacdo entre o soluto e solvente, e do tamanho das
particulas, pois didametros pequenos permitem uma melhor transferéncia de massa do soluto
para o solvente, uma vez que possuem uma area de contato maior e 0S compostos estdo mais
expostos do que nas particulas maiores, que podem resultar numa penetragdo ineficiente do
solvente (SANTOS et al., 2015). Assim, é de suma importancia o conhecimento prévio sobre a
influéncia de cada fator no sistema, bem como a matriz a ser utilizada e os compostos de

interesse, uma vez que as interagdes entre estes podem ocasionar resultados diferentes.

2.5 GEL MISTO (BIGEL)
Sistemas gelificados sdo utilizados frequentemente na industria de alimentos como

agentes de textura, normalmente fazendo uso de um polissacarideo ou proteina (BOLLOM,;
CLARK; ACEVEDO, 2020). Dependendo da fase gelificada, os géis podem ser caracterizados
como um hidrogel (solvente polar: agua), organogel/oleogel (solvente apolar: liquidos
organicos e 0leos vegetais), ou ainda uma mistura dos dois, conhecida como gel misto, bifasico
ou bigel (SAGIRI et al., 2014).

2.5.1 Hidrogel
Os hidrogéis apresentam diferentes vantagens pois, além da solubilidade em &gua,

apresentam compatibilidade com uma gama de solventes e por isso, tém sido bastante estudados
como veiculo para sistemas de liberacdo de compostos (MARTINS et al., 2019) e modificador
de textura (HE et al., 2021). Dentre os agentes gelificantes mais utilizados estao as proteinas do
leite, (BOURBON; CERQUEIRA; VICENTE, 2016), como o isolado proteico do soro do leite
(do inglés Whey Protein Isolate -WPI), que vem sendo estudado ao longo dos anos por diversos
autores (BOLLOM; CLARK; ACEVEDO, 2020; KUHN; CAVALLIERI; CUNHA, 2011;
SHISHIR et al., 2018).

O WPI é um subproduto oriundo da producéo de queijo, e amplamente utilizado na
industria de alimentos devido seu alto valor nutricional, sendo composto principalmente por -
lactoglobulina (B-1g,~65 %) e a-lactaloumina (a-la,~25 %) (JIANG et al., 2021). Além disso,

possui propriedades gelificantes, emulsificantes e espumantes, possibilitando a formagéo de
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uma matriz estrutural capaz de reter agua, sabores, probidticos e ingredientes alimentares (HE
etal., 2021).

O processo de gelificacdo utilizando WPI pode ser realizado de duas formas, por
gelificagdo a frio e a quente (KUHN; CAVALLIERI; CUNHA, 2011). A gelificacéo a frio é
realizada em duas etapas, tendo primeiro a preparacdo da solucdo estoque de WPI, com
armazenamento por 24h, para total desnaturacdo das proteinas, e depois adicao de sal ou ajuste
de pH, para formacdo do gel (KUHN; CAVALLIERI; CUNHA, 2011). Dessa forma, as
proteinas do soro do leite sdo desnaturadas em valores de pH distantes do ponto isoelétrico (pl)
e em baixa forga idnica, e para formacgéo do gel necessitam de complementacdo — adicéo de sal
ou ajuste de pH - de forma a provocar a ligacdo entre as proteinas (HAZRATI; MADADLOU,
2021).

O método a quente é realizado em uma etapa, onde é formado uma solucéo aquosa de
WPI, contendo ou ndo cloreto de sodio, seguido de aquecimento (80°C) e armazenamento
durante 24 h, para assim ser formada a rede de gel (YANG; CHEN; MERCADE-PRIETO,
2021). Assim, devido a divisdo do processo em duas fases, a gelificacdo a frio proporciona um
gel mais homogéneo, em relagdo a gelificacdo a quente, quando no mesmo teor de pH e/ou sal,
permitindo também o encapsulamento de compostos sensiveis ao calor (HAZRATI;
MADADLOU, 2021).

Além do método, o pH afeta diretamente a formacdo do gel, podendo gerar uma
estrutura opaca, quando formados proximos do ponto isoelétrico (pl), na qual a estrutura
consiste de particulas esféricas com didmetro de vérias centenas de nanémetros, ou
transparentes, quando situados abaixo ou acima do pl da proteina, onde pode haver formacéo
de fios reticulados (WAGNER et al., 2021).

Diante disso, muitos autores vém estudando essa matéria-prima visando aplicacdo em
alimentos. Seiwert e colaboradores (2021) estudaram a producdo de filmes comestiveis
utilizando WPI, e observaram que suas propriedades melhoram com adicdo de xilana,
possibilitando a producdo de uma embalagem a partir de dois subprodutos residuais, ja Bollom
e colaboradores (2020) avaliaram a producéo de um bigel utilizando WPI e lecitina de soja e
constataram que a baixas concentracdes, o hidrogel a base de WPI interage sinergicamente com
0 oleogel, possibilitando assim futuras aplicacdes. Hazrati e Madadlou (2021) avaliaram a
utilizacdo de bioativos, associados com o WPI, para atuar como gelificantes, e constatou que
os acidos fosforico, galico e citrico provocam alteragdes na rede de gel, modificando

propriedades como tensdo compressiva, forca e de penetracdo e capacidade de retencéo de agua.
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2.5.2 Oleogel

Os oleogéis tém recebido bastante atencdo na substituicdo da gordura animal em
produtos alimenticios (MARTINEZ-MALDONADO et al., 2020; SANTOS et al., 2020a) com
intuito de melhorar o seu perfil lipidico e valor nutricional (MARTINS et al., 2019). Além disso,
apresentam propriedades fisico-quimicas interessantes como a termo reversibilidade
(CERQUEIRA et al., 2017). Podem ser formados por dois métodos, o direto e indireto. O
primeiro consiste na adicdo do gelificante diretamente na fase oleosa, em temperaturas acima
do ponto de derretimento do gelificante, e 0 segundo, também chamado de método de troca de
solventes, € realizado através da modificacdo da polaridade da fase orgéanica, substituindo a fase
continua j& existente, pela nova fase, ou seja, substituindo a fase aquosa por uma fase oleosa
usando um solvente especifico que tenha afinidade tanto para éleo quanto para dgua, como a
acetona, por exemplo (SHAKEEL et al., 2021).

A rede de gel pode ser formada basicamente por dois tipos de gelificantes, os de baixo
peso molecular (LMOGs), que foram uma rede de cristal que liga o 6leo, e os de alto peso
molecular (HMOGs), que sdo formados por reacBes quimicas e interacdes fisicas(HWANG,
2020), sendo o primeiro a classe onde se encontra o glicerol monostearato (GM) (ZENG et al.,
2021).

O GM tem sido utilizado como agente gelificante para a estruturacdo de Oleos
comestiveis para uso alimenticio, por ser econdmico e eficiente em baixas concentracdes
(TRUJILLO-RAMIREZ et al., 2018). Além disso, é considerado GRAS pela Administracéo de
Alimentos e Medicamentos dos EUA (CFR 21 - Segdo 182.1324) e aprovado pela Uniéo
Europeia para uso alimenticio (EUROPEAN, 2018).

Diante disso, muitos autores vém estudando esse agente visando aplicacdo em
alimentos. Zheng e colaboradores (2020) avaliaram a producdo de um bigel de grau alimenticio
utilizando k-carragenina e GM, para transporte de B-caroteno. Esse estudo revelou que as
propriedades do bigel foram grandemente afetadas pela presenca do oleogel, aumentando suas
propriedades mecanicas e estabilidade térmica, além de promover uma maior liberacdo de f3-
caroteno durante a digestdo simulada, sugerindo assim que esses sistemas podem ser boas
alternativas para entrega de bioativos lipofilicos.

Outro estudo utilizando GM verificou a sua eficiéncia, comparando com Sorbitano
monostearato (SM), para a produgdo de um oleogel a base de 6leo da semente de chia, e
perceberam que as propriedades reoldgicas e de textura afirmaram que o GM apresenta redes

mais fortes e mais resistentes a deformacdo, do que o SM, fornecendo assim base para a
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formulacdo de oleogéis com propriedades diferentes, de acordo com a aplicacdo desejada
(TRUJILLO-RAMIREZ et al., 2018).

2.5.3 Bigéis
Os bigeis, por sua vez, sao definidos pela literatura como uma mistura de hidrogel e

oleogel, podendo apresentar estruturas 6leo-em-agua, &gua-em-6leo, mistura de géis coloidais
interpenetrados, ou até um gel bicontinuo com caracteristicas diferentes em cada fase
(SHAKEEL et al., 2019). Estes sistemas apresentam alta estabilidade, ndo apresentando
separacdo das fases em armazenamento a temperatura ambiente por longos periodos (LUPI et
al., 2016), devido ao aprisionamento das fases através de uma complexa rede de gel
tridimensional (SINGH et al., 2014). Além disso, outro aspecto interessante é a de apresentar
simultaneamente as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas dos dois sistemas formadores
(SAGIRI et al., 2014), possibilitando o transporte de compostos com diferentes polaridades
(BOLLOM; CLARK; ACEVEDO, 2020).

De acordo com Samui et al. (2021) os bigeis podem ser formados a partir de dois
métodos, podendo ser uma mistura direta do hidrogel com oleogel, seguido de agitacdo
mecanica de baixo e alto cisalhamento, durante determinado tempo, como também a mistura
dos dois géis apbs a preparagdo, e antes da total gelificacdo, levando a uma emulsificacdo a
quente das duas fases, usando também agitacdo mecanica.

Independente da forma de producdo do bigel, varios fatores podem influenciar na sua
qualidade final, sendo eles o tipo de solvente, tipo e estrutura do hidro-gelificante, concentracdo
dos gelificantes, natureza do 6leo-gelificante e a razdo hidrogel:oleogel, sendo este o fator de
maior importancia uma vez que cada combinacdo formada pode resultar numa rede com
propriedades reoldgicas diferentes (SHAKEEL et al., 2021). Zheng et al (2020) analisaram
diferentes formulacdes de bigéis utilizando hidrogel de «-carragena e oleogéis de
monoglicerideo e observaram que a rigidez e tensdo de fratura teve um aumento diretamente
proporcional a porcentagem da fase oleosa. Porém, em outro estudo utilizando hidrogel de
alginato e oleogéis de cera de abelha, foi constatado que o aumento da fase oleosa no bigel
provocou uma reducdo nos valores de firmeza e espalhabilidade (MARTINS et al., 2019). Logo,
constata-se que cada gelificante possui uma forma de atuagdo diferente, devendo entdo ser
analisado de acordo com o objetivo de producao.

Varios estudos tém sido realizados na area de farmacos e cosméticos visando a liberagéo
controlada de compostos através da utilizagdo de bigéis (BEHERA et al., 2015; SAGIRI et al.,

2014; SINGH et al., 2014). Entretanto, s6 recentemente as pesquisas comegaram a explorar o
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uso dos geéis mistos para aplicacbes em alimentos. Zheng e colaboradores (2020),
desenvolveram geéis mistos de grau alimenticio com hidrogéis de k-carragena e oleogéis de
monoglicerideo. Fasolin et al. (2021) desenvolveram bigéis a base de goma gelana e gliceril
monostearato, possibilitando o uso em alimentos como substitutos de gordura. Outro estudo
com bigéis formados a partir de concentrado protéico de soro do leite e combinages de lecitina-
acido estearico, mostrou a importancia da estrutura formada na funcionalidade e estabilidade
da estrutura final (BOLLOM; CLARK; ACEVEDO, 2020). No entanto, apesar dos resultados
promissores, ainda sdo necessarios estudos para desenvolver e avaliar sistemas para estas

aplicacdes.
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