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RESUMO

A melancia é uma excelente fonte de licopeno, carotenoide conhecido por seu alto poder
antioxidante, porém altamente sensivel a altas temperaturas e & presenca de oxigénio. A
encapsulacdo surge como alternativa, visando o aumento da estabilidade deste composto em
condicOes adversas de processamento e estocagem. Este trabalho teve como objetivo estudar a
encapsulacdo de um concentrado rico em licopeno obtido a partir do suco de melancia, pelos
processos de gelificacdo idnica e spray drying. Para o primeiro processo, foram utilizados
alginato ou pectina amidada como agentes encapsulantes, e para o segundo, maltodextrina ou
sua mistura com o amido modificado Capsul®. Além da caracterizacdo fisica e térmica
(distribuicdo de tamanho, morfologia e analise termogravimétrica), avaliou-se a retencdo de
licopeno nas particulas produzidas por gelificacdo ibnica, quando submetidas a diferentes
tratamentos térmicos (60°C e 90°C) e pHs (2, 5, 8) e a estabilidade a estocagem do licopeno
nas particulas produzidas pelos dois métodos, em diferentes temperaturas de armazenamento
(-10°C, 7°C, 25°C e 40°C). Os processos de gelificagdo idnica apresentaram retencdo maxima
(= 100%) de licopeno, enquanto os de spray drying resultaram em uma retencéo de 87 a 91%.
As particulas Umidas e secas de alginato e pectina apresentaram alta prote¢do do licopeno
frente as condicBes de estresse (temperatura e pH) aplicadas. As esferas imidas de alginato e
pectina apresentaram comportamento similar na reducdo de licopeno durante a estocagem a
7°C, mostrando uma retencdo deste carotenoide de 29 e 21%, respectivamente, apos 56 dias
de armazenamento. As esferas secas de alginato foram mais estaveis que as de pectina,
durante o armazenamento nas quatro temperaturas estudadas, e ambas apresentaram uma
retencdo de licopeno superior a 80% ao final da estocagem. Em relacdo a encapsulacdo por
spray drying, as microparticulas produzidas com maltodextrina + Capsul® apresentaram a
melhor protecdo do licopeno durante a estocagem nas condigdes estudadas, apesar da
considerdvel degradacdo do composto nas temperaturas mais elevadas (cerca de 80% ao final
da estocagem). As particulas secas obtidas por gelificacdo idnica foram mais estaveis durante
a estocagem nas condicdes estudadas, do que as processadas por spray drying, podendo ser

uma alternativa promissora para industria de alimentos.

Palavras-chave: melancia, licopeno, encapsulacgéo, gelificacdo i6nica, spray drying.
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ABSTRACT

Watermelon is an excellent source of lycopene, carotenoid known for its high antioxidant
power, but highly sensitive to high temperatures and to the presence of oxygen. Encapsulation
is an alternative to increase the stability of this compound under adverse processing and
storage conditions. The objective of this work was to study the encapsulation of a lycopene-
rich concentrate obtained from watermelon juice, by ionic gelation and spray drying
processes. For the first process, sodium alginate or amidated pectin were used as
encapsulating agents, and for the second one, maltodextrin or its mixture with the modified
starch Capsul®. Besides physical and thermal characterization (size distribution, morphology
and thermogravimetric analysis), lycopene retention in the particles produced by ionic
gelation, when subjected to different thermal treatments (60°C and 90°C) and pHs (2, 5, 8), as
well as lycopene storage stability of the particles produced by the two methods, in different
temperatures (-10°C, 7°C, 25°C and 40°C), were evaluated. lonic gelation processes showed
maximum lycopene retention (= 100%), and while spray drying resulted in a retention of 87 to
91%. The wet and dried particles of alginate and pectin presented high lycopene protection
against the stress conditions applied (temperature and pH). The wet beads of alginate and
pectin exhibited a similar behavior in the reduction of lycopene during storage at 7 °C,
showing retention of this carotenoid of 29 and 21%, respectively, after 56 days of storage.
The dried alginate beads were more stable than those of pectin during storage at the four
temperatures studied, and both showed lycopene retention higher than 80% at the end of
storage. Regarding the encapsulation by spray drying, microparticles of maltodextrin +
Capsul® showed the best protection of lycopene during storage under the conditions studied,
despite considerable degradation has been observed at the higher temperatures (around 80%
at the end of storage). The dried lycopene particles obtained by ionic gelation were more
stable during storage under the studied conditions, than those processed by spray drying, and

could be a promising alternative for the food industry.

Key words: watermelon, lycopene, encapsulation, ionic gelation, spray drying.
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1 INTRODUCAO

A populagdo mundial tem se preocupado cada vez mais com as questdes que dizem
respeito a salde, portanto, a industria de alimentos estd constantemente em busca de novos
produtos alimenticios contendo compostos bioativos que sejam benéficos a satde, com pouco
ou nenhum ingrediente sintético (DIAS et al., 2015).

A melancia (Citrullus lanatus) é uma planta horticola economicamente importante,
sendo consumida principalmente na forma fresca. Esta fruta é composta por citrulina,
acucares, flavondides e carotenoides, com grande destaque para o licopeno, seu principal
componente bioativo, responsavel pela cor vermelha de sua polpa (KONG et al., 2017). O
licopeno possui propriedades antioxidantes de grande interesse, atuando na remocdo do
oxigénio singleto (forma mais reativa do oxigénio) e na eliminacdo de radicais livres (DI
MASCIO et al., 1991). Dessa forma, apresenta um efeito positivo a saide humana, onde seu
consumo tem sido associado a uma diminuigdo ao risco de desenvolver certas doengas, como
cancer de prostata, cervical e doenga cardiaca coronaria, além de atuar no metabolismo do
colesterol, agir como anti-inflamatério e inibir a angiogénese tumoral (CLINTON, 1998;
PALOZZA et al., 2012; ZU et al., 2014; COSTA-RODRIGUES et al., 2018).

No entanto, devido a presenca de um conjunto de ligacGes duplas em sua estrutura, o
licopeno é bastante instavel a fatores como oxigénio, luz, calor e umidade, comprometendo
Sseu processamento e estocagem, uma vez que pode sofrer oxidacdo, que acarreta na perda de
sua coloracéo e atividade funcional (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; RANVEER et al., 2015).

Nesse sentido, alternativas tecnoldgicas tém sido propostas para melhor conservagado
deste composto. Estudos tém demonstrado que a encapsulagdo aumenta a estabilidade do
licopeno quando exposto a condi¢des adversas (ROCHA et al., 2012; CHOUDHARI et al.,
2012; GOULA e ADAMOPOULOS, 2012; HA et al., 2015).

Diversos métodos de encapsulacdo de compostos bioativos tém sido empregados em
pesquisas voltadas para alimentos, tais como spray drying, spray cooling/chilling, gelificacéo
iOnica, extrusdo, revestimento em leito fluidizado, coacervagdo, aprisionamento em
lipossoma, complexacdo de inclusdo, separacdo por centrifuga de suspensdo, liofilizag&o,
cocristalizacdo e emulsificagdo (RUTZ et al., 2016; RAY et al., 2016; JANISZEWSKA.-
TURAK, 2017; MCCLEMENTS, 2017).
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A microencapsulacdo por spray drying é o método mais comumente utilizado para
alimentos, por sua flexibilidade e economia na operacao. Esta técnica se baseia na atomizacao
de um liquido, que entra em contato com o ar quente, ocasionando uma rapida evaporacao da
agua e consequentemente a obtencdo do produto em pd. As particulas formadas séo
facilmente dissolvidas em agua e apresentam baixo teor de umidade, que favorece a
estabilidade do composto ativo contra degradacdes bioldgicas e/ou quimicas. Além disso, 0s
custos de armazenamento e transporte do produto s&o minimizados com a reducdo do volume
do material (GHARSALLAQUI et al., 2007; NEDOVIC et al., 2011).

A gelificacdo ibnica é outro método que vem sendo utilizado para encapsular compostos
bioativos, devido a facilidade de operagdo, podendo ser realizada a temperatura ambiente, sem
a necessidade de utilizacdo de solventes. Além disso, 0 composto encapsulado pode ser
liberado de forma controlada no trato gastrointestinal. Nesta técnica, os polieletrolitos
anibnicos, como alginato, pectina e goma carragena, formam géis insollveis na presenga de
jons divalentes, como o célcio (BUREY et al., 2008; PATIL, 2010).

Em um estudo recente, Oliveira et al. (2016) obtiveram um concentrado rico em
licopeno e com baixo teor de acUcares a partir do suco de melancia, e propuseram sua
utilizagdo como corante ou antioxidante natural em alimentos. No entanto, estudos posteriores
do grupo de pesquisa revelaram que o teor de licopeno presente no concentrado reduziu
consideravelmente ao longo da estocagem sob refrigeragéo.

Diante do exposto, este trabalho visou encapsular o concentrado rico em licopeno
obtido por Oliveira et al. (2016), utilizando os processos de gelificagdo ibnica e spray drying,
almejando a obtencdo de particulas estaveis que possam ser aplicadas como ingrediente

funcional e/ou corante em alimentos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral a encapsulagdo de um concentrado rico em
licopeno obtido a partir do suco de melancia, pelos processos de gelificacdo ibnica e spray
drying, utilizando diferentes agentes encapsulantes.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar 0 suco in natura e o concentrado de licopeno quanto ao teor de licopeno,
atividade antioxidante, acidez titulavel, pH, s6lidos soltveis, perfil de carotenoides e perfil
de acgUcares;

e Encapsular o concentrado de licopeno pelo método de gelificagdo idnica utilizando os
agentes encapsulantes alginato de sddio e pectina;

e Encapsular o concentrado de licopeno por spray drying, utilizando maltodextrina e o
amido modificado Capsul® como agentes encapsulantes;

e Caracterizar as particulas obtidas por gelificacdo i6nica e spray drying quanto ao teor de
licopeno, umidade, andlise termogravimétrica, distribuicdo do tamanho de particulas e
morfologia.

e Avaliar a retencdo de licopeno nas particulas produzidas por gelificacdo ibnica, quando
submetidas a diferentes tratamentos térmicos e pHs;

e Avaliar a estabilidade a estocagem do licopeno nas particulas produzidas por gelificacdo

ionica e spray drying, em diferentes condigdes de armazenamento.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MELANCIA
3.1.1 Aspectos Gerais

A familia Cucurbitaceae apresenta aproximadamente 80 géneros e mais de 800
espécies, dentre elas a Citrullus lanatus, a qual pertence a melancia (ALMEIDA, 2003;
LIMA, 2008).

A melancia (Citrullus lanatus) é originaria da Africa tropical e chegou ao Brasil na
época da escravatura no século XVII, onde se expandiu na regido nordeste por escravos
africanos (ROMAO, 2000).

O fruto apresenta grande importancia socioecondmica por ser facilmente manejado,
cultivado majoritariamente por pequenos agricultores e possuir baixo custo de producéo,
promovendo uma relevante mao de obra nas regides rurais do Brasil e, como consequéncia,
geracdo de renda e empregos (ROCHA, 2010).

O maior produtor de frutas do mundo é a China, seguida da India e do Brasil, que
apresentaram producdo mundial de 250,9, 89,9 e 40,2 milhdes de toneladas em 2014,
respectivamente. A melancia estd entre as frutas mais produzidas mundialmente, e tem
apresentado um crescimento continuo na sua producdo no decorrer dos anos (SEAB, 2017).

Segundo a Faostat (2017), a produgdo mundial de melancia nos anos de 2010, 2014 e
2016 foi de aproximadamente 101, 111 e 117 milhdes de toneladas, respectivamente,
mostrando um aumento de 13,5% de 2010 para 2016.

No Brasil, a melancia esta entre as dez principais frutas mais produzidas, sendo o Rio
Grande de Sul a regido que mais se destaca com producdo de 433.355 toneladas em 2015
(SEBRAE, 2015). Segundo a FAO, 2 milhdes de toneladas de melancia foram colhidas em
2016 (FAOSTAT, 2017).

A melancia ¢ uma planta herbacea, rasteira, de ciclo vegetativo anual, podendo ser
cultivada em diversos tipos de solos, porém seu desenvolvimento € mais eficaz em solos
arenosos, profundos, bem drenados e com presenga de nutrientes (ROCHA, 2010).

A melancieira é uma planta de clima tropical apresentando um bom desenvolvimento
em clima ameno a quente, com temperatura em torno de 25 a 30°C, em que a germinagao
ocorre mais rapidamente, favorecendo o aumento de flores femininas que formam as

melancias. Esta planta ndo tolera temperaturas acima de 40°C e nem muito baixas com geadas
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e granizo, pois prejudica seu crescimento, formacdo das flores e consequentemente a
formacdo do fruto (PEREIRA et al., 2017).

3.1.2 Composicao fisico-quimica

A melancia é uma fruta atraente devido as suas caracteristicas sensoriais como flavor,
cor, dogura, suculéncia e por suas propriedades refrescantes.

Os frutos de cucurbitaceas, em geral, apresentam altos teores de dgua e agucares. Os
acucares majoritarios presentes na melancia sdo frutose e glicose, mas contém também
sacarose e maltose, que se apresentam em menores quantidades. Além disso, possui
propriedades hidratantes e diuréticas por ser constituida de 90% de &gua, contribuindo para a
eliminacdo de residuos do aparelho digestivo e por ter um potencial laxante, além de
apresentar baixo valor caldrico (26 kcal/100g de fruto in natura) (MIRANDA, 2005;
EMBRAPA, 2006; BIANCHI et al., 2018).

A melancia se destaca por seu alto teor de licopeno, carotenoide que é sintetizado e
acumulado nos cromoplastos, responsavel pela cor vermelha de sua polpa e alta capacidade
antioxidante natural, um atributo que tem sido bastante apreciado nos alimentos. A
pigmentagdo da melancia pode ser diferente, dependendo de sua variedade, como por
exemplo, as que possuem flores brancas contém menores quantidades de carotenoides, ja as
que apresentam cor laranja sdo compostas por mais [-caroteno, e as mais vermelhas e rosadas
por licopeno (FENG et al., 2013; KONG et al.,, 2017). Os frutos de melancia vermelha
apresentam teor de licopeno variando entre 30 a 80 ug/g (SHARMA et al., 2008; GOMES et
al., 2011; FENG et al., 2013; OBEROI et al., 2015b; OLIVEIRA et al., 2016).

A Tabela 1 apresenta a composicdo media da melancia, mostrando que o fruto também
possui vitaminas (A, B, C e E) e sais minerais (K, Mg, Ca e Fe), além de aminoacidos como
citrulina e arginina, sendo este ultimo um amino acido nitrogenado que apresenta um papel

essencial nas fungdes imunoldgicas e cardiovasculares (TLILI et al., 2011).
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Tabela 1: Composicdo média da melancia.*

Macro-constituintes Teor Vitaminas Teor  Minerais Teor
Agua (%) 03 Vitamina A (IU) 590 Calcio (mg) 7
Energia (kcal) 26 Tiamina (mg) 0,03 Fésforo (mg) 10
Proteina (%) 0,5 Riboflavina (mg) 0,03 Sadio (mg) 1
Gordura (%) 0,2 Niacina (mg) 0,2 Potéassio (mg) 100
Hidratos de carbono (%) 6,4 Acido ascérbico (mg) 7 Magnésio (mg) 10,2
Fibra (%) 0,3 Vitamina B6 (mg) 0,07 Ferro (mg) 0,5
Acido pantoténico (mg) 0,3 Zinco (mg) 0,09
Acido félico (mcg) 8 Cobre (mg) 0,02
Biotina (mcg) 3.6

Fonte: Almeida (2003).
*Valores expressos por 100 g de parte comestivel.

3.2 CAROTENOIDES

Os carotenoides integram o maior grupo de pigmentos naturais, sendo amplamente
encontrados na natureza, e podem estar envolvidos nas respostas fototrdpicas e fotocinéticas
das plantas. Sdo encontrados em plantas, mas também podem ser sintetizados por
microrganismos (UENOJO, 2007).

Cerca de 600 tipos de carotenoides estdo disponiveis na natureza, sendo estes
compostos isoprenoides formados por 40 atomos de carbonos (tetraterpenos), e podem conter
até 15 ligacdes duplas conjugadas. Podem ser classificados como carotenos ou xantofilas,
sendo que 0s primeiros possuem somente carbono e hidrogénio em sua estrutura, enquanto as
xantofilas apresentam pelo menos um derivado oxigenado, podendo ser hidroxi, metoxi, ceto,
epoxi, e acido carboxilico (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; VON LINTIG, 2010).

Alguns carotenoides sdo encontrados no plasma e tecidos humanos como pulméo,
figado, mama, coluna cervical e pele. A presenca destes no organismo se deve exclusivamente
a alimentacdo do individuo, pois 0 mesmo ndo é capaz de sintetizar estes pigmentos
(MORITZ e TRAMONTE, 2006).

A Figura 1 apresenta os principais carotenoides encontrados no sangue humano.
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S N T R

B.p-carotene

HO zeaxanthin
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Figura 1: Estrutura quimica dos principais carotenoides no sangue humano.

Fonte: Von Lintig (2010).

Os carotenoides ndo se resumem somente a corantes naturais presentes em frutas e
vegetais, mas também possuem atividade bioldgica, tais como prevencdo de doengas
cardiovasculares, oculares, reducdo do risco de doencas degenerativas e modulacdo
imunolégica. Muitas de suas funcGes se devem ao seu poder antioxidante e, alguns deles,
podem atuar com precursores de vitamina A (MAYNE, 1996; RODRIGUEZ-AMAYA et al.,
2008; LIEN e HAMMOND, 2011).

As propriedades e funcdes conferidas aos carotenoides se devem & sua extensa cadeia
de duplas ligacGes conjugadas. Este sistema com grande numero de insaturacGes € o
croméforo que determina o0 espectro de absor¢do e da a esses compostos as suas cores
atraentes, podendo variar de amarelo a laranja ou vermelho. Para a formagéo de cor é preciso
que o carotenoide apresente pelo menos sete ligacdes duplas conjugadas e quanto maior a
quantidade destas insaturagdes, mais intensa sera a cor do carotenoide devido a alteragdo que
ocorre na sua coloracdo promovida pelo deslocamento no espectro de absorcdo, por efeito da
mudanca na estrutura da molécula (BRITTON, 1995; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 2008).

3.2.1 Licopeno
3.2.1.1 Aspectos gerais

O licopeno é um pigmento natural de cor vermelha que pode ser encontrado em frutas
como tomate, melancia, goiaba. Este tende a ser encontrado em maior concentracdo nos
tecidos humanos do que os outros carotenoides. Apos sua ingestdo, o licopeno se acumula nos
pulmdes, préstata, figado, célon e pele no corpo humano (KHACHIK et al., 2002;
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SRIVASTAVA e SRIVASTAVA, 2015; BAILEY, 2015). Produtos contendo licopeno
cumprem os requisitos da Food and Drug Administration dos EUA para a designacdo de
Geralmente Reconhecido como Seguro (GRAS).

O licopeno pertence ao grupo dos hidrocarbonetos altamente insaturados, contendo em
sua estrutura C4oHsg, tendo onze duplas ligagdes conjugadas e duas ndo conjugadas em sua
cadeia poliénica. E um carotenoide lipossolivel, aciclico, apresentando massa molecular de
536,85 Da. (SHI e LE MAGUER, 2000; SHI et al., 2008; CHAPARRO et al., 2016).

O licopeno apresenta um espectro com trés picos de absorcdo. A posicdo das bandas de
comprimento de onda () dos carotenoides é afetada pela natureza do croméforo e das duplas
ligagBes, como por exemplo, se a isomerizagdo € na cadeia ou em anel. Quanto maior o
namero de insaturagdes na cadeia, maiores serdo os valores de A maximo do composto. Em
vista disso, as caracteristicas e quantidade das duplas ligacGes da cadeia do licopeno sdo
responsdveis pela sua cor vermelha e absorcdo em comprimentos de ondas maiores
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2001). Goodwin (1980) reportou valores de absor¢cdo maxima de
licopeno, em hexano, de 448 nm, 473 nm e 504 nm.

3.2.1.2 Licopeno e saude humana

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo produzidas por fatores internos durante o
metabolismo celular aerébico e sdo importantes no funcionamento do organismo, como por
exemplo, na fagocitose, onde ocorre sua produgdo para atuar na eliminacdo de agentes
agressores. No entanto, quando estas espécies sdo produzidas de forma exagerada devido ao
desequilibrio imunolégico, pré-disposicdo genética ou por fatores externos como estresse,
tabaco, exercicios, dieta e radiacdo, podem provocar estresse oxidativo, que causa alteraces
prejudiciais no DNA, proteinas e outras macromoléculas como lipideos. Desta forma, se faz
necessario que o organismo disponha de eficiente sistema antioxidante para promover um
equilibrio e prevenir o aparecimento de inimeras doengas e envelhecimento
(VASCONCELOS et al., 2007; BAILEY, 2015; SRIVASTAVA e SRIVASTAVA, 2015).

O licopeno ndo é precursor da vitamina A por ndo possuir o anel g-ionona em sua
estrutura, porém possui propriedades antioxidantes de grande interesse para pesquisas,
atuando na remocdo do oxigénio singleto (forma mais reativa do oxigénio) e eliminacdo de
radicais livres produzidos nos processos metabdlicos oxidativos de producdo de energia. Este
é capaz de neutralizar a acdo de radicais livres quando doa um elétron, limitando o estresse

oxidativo, uma vez que promove o emparelhamento do elétron que estava sozinho no orbital
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(Figura 2). Estudos mostram que o licopeno possui melhor eficiéncia no sequestro do
oxigénio singleto do que o p-caroteno e a-tocoferol (DI MASCIO et al., 1991; SHI et al.,
2008; BAILEY, 2015). Como reportado por Di Mascio et al. (1989) a eficacia do licopeno em
seqliestrar o oxigénio singlete em estudos in vitro é duas vezes maior que o S-caroteno e dez

vezes maior que o a-tocoferol.

Molécula de
Fontes de radicais livres oxigénio
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A elétron
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prejudicial é criada.
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—_— ;e.

Antioxidante

| Radical estabilizado |
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Figura 2: Agdo do antioxidante sobre radicais livres.

Fonte: Adaptada de Talaulikar e Manyonda (2011).

Estudos tém demonstrado a atuacdo do licopeno na prevencédo de doencgas degenerativas
como céncer de prostata, trato digestivo, colon, doengas cardiovasculares, catarata, atuagédo no
metabolismo do colesterol e como anti-inflamatério (BRAMLEY, 2000; SHI e LE
MAGUER, 2000; YANG et al., 2012; VASCONCELOS et al., 2017; COSTA-RODRIGUES
et al., 2018).

Pereira Soares et al. (2014) estudaram a influéncia do licopeno na viabilidade celular e
apoptose das células de cancer de prostata humana (PCa). As células foram incubadas com
licopeno nas concentragdes de 0,5, 1, 2,5, 5, 10 ou 20 mM durante 24, 48, 72 e 96 h. Os
autores observaram que o licopeno diminuiu o nimero de células viaveis de PCa em 48 h na

concentracdo de 2,5 ppm de licopeno. Com 72 h de incubacdo, a inibicdo do crescimento
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celular permaneceu semelhante a de 48 h. Além disso, um efeito inibitério também foi
verificado para doses mais baixas de licopeno (0,5 mM). A incubacdo das células com
licopeno por 96 h inibiu a viabilidade das células PCa em 40%. Desta forma, concluiram que
o licopeno pode ter um efeito protetor contra o cancer de préstata.

Outros mecanismos importantes de acéo do licopeno incluem a inibi¢do da angiogénese,
como reportado no estudo de Zu et al. (2014), que observou que a ingestdo de licopeno esta
associada com risco reduzido de cancer de prostata letal e com menor grau de angiogénese no
tumor. Chen et al. (2012) também reportaram o efeito da atividade antiangiogénica do
licopeno, inibindo o surgimento de novos vasos sanguineos em VAarios ensaios ex in vivo
(aorta de rato) e in vivo (membrana corioalantdica e matrigel plug). Os autores verificaram
que este carotenoide pode inibir a formacdo, invasdo e migracdo de tubos em células

endoteliais da veia umbilical humana.

3.2.1.3 Efeito da temperatura

O tratamento térmico pode promover reducdo dos teores de carotenoides mediante
isomerizacao e/ou oxidagéo dos compostos (SHI e LE MAGUER, 2000).

O licopeno é predominantemente encontrado na natureza na configuracdo all-trans que
é 0 isbmero geométrico mais termodinamicamente estavel em frutas e vegetais. Contudo,
quando exposto a elevadas temperaturas, mudancas de pH, luz e reacBes quimicas, sofre
modificacdo em sua estrutura devido a isomerizagdo. A conversdo da forma trans para cis
permite que o licopeno fique mais biodisponivel, facilitando sua absor¢do no organismo
devido ao fato de sua estrutura ser mais curta e ndo linear, o que facilita sua solubilidade e
transporte nas micelas (XIANQUAN et al., 2005; BAILEY, 2015). Este composto é mais
facilmente absorvido no organismo quando associado a ingestdo de uma pequena gquantidade
de 6leo ou gordura, jA que 0 mesmo € altamente lipossolivel (WEISBURGER, 1998;
BAILEY, 2015).

Devido & presenca de um conjunto de ligagdes duplas em sua estrutura, os elétrons séo
deslocados ao longo da cadeia, conferindo aos compostos a capacidade de absorver energia,
alta reatividade e suscetibilidade a oxidagdo (BRITTON, 1995). Desta maneira, deixa-o
bastante instavel, favorecendo a oxidacdo durante o processamento e estocagem e
consequentemente, promovendo perda de sua coloragdo e atividade funcional (RODRIGUEZ-
AMAYA, 2001; NUNES e MERCADANTE, 2007; RANVEER et al., 2015).
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A auto-oxidacdo do licopeno ndo é reversivel e acarreta fragmentacdo da cadeia,
podendo formar acetona, aldeido levulinico, além de glicol, que resultam na producdo de
odores similares a feno (XIANQUAN et al., 2005).

Demiray et al. (2013) estudaram a cinética de degradacdo do licopeno e p-caroteno em
tomates submetidos a secagem sob ar quente em um secador de cabine, utilizando cinco
temperaturas diferentes (60, 70, 80, 90 e 100°C), taxa de fluxo de ar de 0,2 m/s e 20% de
umidade relativa. A cinética de degradagdo dos carotenoides seguiu uma reacdo de primeira
ordem. Os autores verificaram que a temperatura influenciou de forma significativa na
degradacéo dos compostos analisados e que os tempos de secagem prolongados aumentaram a
taxa de degradacdo. A constante de degradacéo do licopeno variou entre 0,078 e 0,448 h™ e
do B-caroteno entre 0,084 e 0,38 h™. A energia de ativacéo calculada foi de aproximadamente
47 kJ/mol e a mudanga da temperatura de 70 para 80°C aumentou consideravelmente a taxa
de reagdo de degradacdo dos dois carotenoides estudados. Desta forma, concluiram que 0s
tomates deveriam ser secos a temperaturas inferiores a 70°C para obter uma melhor retencdo
de licopeno e S-caroteno nos produtos finais.

Oberoi e Sogi (2015a) avaliaram a retenc¢do do licopeno em bagago de melancia quando
submetido a dois processos de secagem diferentes (leito fluidizado e de cabine) utilizando
temperaturas de 50, 60 e 70°C e a tratamentos térmicos em banho maria a 50, 60, 70, 80 e
90°C, durante 7 horas. Os autores observaram degradacdo do licopeno nos dois tipos de
desidratacdo do bagaco, porém a secagem em leito fluidizado foi mais eficiente na retencéo
do carotenoide. Além disso, 0 bagago exposto ao tratamento térmico apresentou menor
degradacéo do licopeno quando comparado com os dois métodos de secagem sob condicdes
similares de temperatura e tempo. Com isso, concluiram que o aumento do tempo e da
temperatura promoveu uma diminuicdo da retencdo do licopeno e que o ar circulante dos
processos de secagem acelerou a taxa de degradacdo do composto.

Outros estudos na literatura estdo em concordancia com os resultados encontrados
nestes artigos citados anteriormente, como o estudo de Lee e Chen (2002), em que 0s autores
observaram a ocorréncia de isomerizagdo do licopeno durante tratamento térmico a 100°C
com decréscimo de 78% do nivel de all-trans licopeno apds 120 minutos de exposi¢do ao
calor. Apds o aquecimento a 150°C por 10 minutos, ndo foi detectado all-trans licopeno,
mostrando que altas temperaturas acarretam isomerizagdo do carotenoide, deixando a

molécula mais vulneravel a oxidac&o.
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3.3 ENCAPSULACAO
3.3.1 Aspectos gerais

A encapsulacdo é uma técnica versatil e tem sido aplicada amplamente nas areas
farmacéutica, agricola, de cosméticos, téxtil e alimenticia (RAMON-AZCON, 2010; LEE e
KIM, 2011; PEANPARKDEE et al., 2016).

A encapsulacdo se baseia no aprisionamento de materiais sélidos, liquidos ou composto
gasoso, por meio de processos fisicos, quimicos ou fisico-quimicos. O material ativo, também
designado como nucleo ou fase interna, € envolvido por uma cobertura polimérica ou filme
fino, formado pelo agente encapsulante ou material de parede (SHAHIDI e HAN, 1993;
SILVA et al., 2014).

Esta técnica protege o agente ativo de condi¢des ambientais adversas como luz, calor,
pH, umidade e oxigénio, que podem acarretar em sua deterioracdo. Outros beneficios que a
encapsulacdo oferece ao material sdo o aumento de sua vida util, manutengdo do flavor, cor,
reducdo da higroscopicidade e reatividade, favorecendo sua estabilidade ao processamento e
armazenamento (RE, 1998).

As particulas podem mascarar flavor, sabores indesejaveis e alterar a coloracéo, além de
promover liberacdo do nucleo de forma gradativa por diversos meios como calor, difuséo,
pressao, ruptura mecénica ou dissolucéo, podendo ser constituido por mais de um ingrediente
e envolvido por uma ou duas camadas (CHAMPAGNE e FUSTIER, 2007; COMUNIAN e
FAVARO-TRINDADE, 2016).

A literatura apresenta indumeros estudos utilizando técnicas variadas para o
encapsulamento de compostos ativos direcionados para o ramo alimenticio, como spray
drying, spray cooling/chilling, gelificacdo i6nica, extrusdo, leito fluidizado, coacervacao,
aprisionamento em lipossoma e liofilizagdo (RODRIGUEZ et al., 2016; RUTZ et al., 2016).
De acordo com o método de encapsulacdo utilizado, diferentes tipos de particulas podem ser
obtidas, sendo classificadas como: mononuclear, poli/multinuclear, matriz (esferas), multi-

parede e irregular, conforme apresentado na Figura 3 (PEANPARKDEE et al., 2016).
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Figura 3: Morfologia de microparticulas.

Fonte: Peanparkdee et al. (2016).

3.3.2 Gelificagao idnica externa

A gelificagdo ibnica consiste na habilidade de biopolimeros aniénicos em formar gel
quando estdo na presenca de ions como polications. Podem ser utilizados como biopolimeros
0 alginato, pectina, goma carragena, dentre outros (BUREY et al., 2008; ZAM et al., 2014).

A gelificacdo idnica externa é um método simples e brando, sem grandes exigéncias
para ser executado, podendo ser realizado a temperatura ambiente. Ndo necessita do uso de
solventes e pH extremos, 0 que a torna uma técnica com baixo custo se comparada com
outras. Estas vantagens tém sido motivo de sua utilizagdo crescente, principalmente na
encapsulacdo de farmacos, celulas vivas imobilizadas e inclusdo de compostos de interesse
em alimentos (AGNIHOTRI et al., 2004; PATIL, 2010). Ademais, este método permite
encapsular compostos hidrofilicos e hidrofobicos (MCCLEMENTS, 2017).

A gelificacdo idnica é conduzida primeiramente pela homogeneizagdo do composto
ativo com o polissacarideo. Em seguida, esta solucdo biopolimérica é gotejada ou atomizada
sob uma solucéo idnica contendo fons divalentes (geralmente o Ca®*). As particulas s&o
formadas imediatamente apds o contato da solucdo polimérica com o banho gelificante,
contendo um elevado teor de agua. O endurecimento inicia da superficie externa para o
interior das esferas, através da difusdo dos ions para cadeia do polissacarideo carregada
negativamente, resultando em um rearranjo estrutural tridimensional rigido devido a
complexacdo. Considera-se o processo de gelificacdo ibnica eficaz quando é formada uma
estrutura com matriz impermeavel para alguns compostos organicos como o oxigénio. Na

atomizacdo, o ar comprimido pressiona a solucdo polimérica pelo orificio de tamanho
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controlado, formando particulas de tamanhos menores quando comparadas as particulas
obtidas por gotejamento (BUREY et al., 2008; FUNAMI et al., 2009; MCCLEMENTS,
2017).

A rigidez e resisténcia das particulas sdo influenciadas pelo tempo que elas ficam em
contato com a solugdo gelificante contendo os ions divalentes, ap6s o gotejamento da solucéo
polimérica. Racovita et al. (2009) reportaram que a resisténcia das esferas permaneceu
constante com aproximadamente 20 minutos de reticulagcdo, o que pode ser devido aos
rearranjos moleculares e a saturagdo dos grupos carboxilicos com os ions divalentes. Além
disso, a concentracéo do Ca?* também influéncia a forca do gel das particulas.

Uma limitacdo deste método é a formacdo de particulas porosas, que possibilita a
difusdo rapida e facil da agua e/ou outros fluidos para dentro e para fora da matriz da
particula, facilitando também a liberagdo do composto encapsulado, dependendo do tamanho
dos poros e das propriedades da substéncia ativa. Uma alternativa para superar este fato é a
utilizacdo de polissacarideos combinados, modificando a estrutura do gel e reduzindo sua
porosidade, ou o recobrimento com outro agente carreador de carga oposta através de uma
interacdo eletrostatica apos a gelificacdo ibnica, formando um complexo sobre a superficie da
esfera (GOUIN, 2004; PATIL, 2010).

O alginato e a pectina sdo polissacarideos aniénicos que ndo apresentam riscos a saude
humana, desta forma sdo bastante utilizados na industria de alimentos e farmacéutica
(COVIELLO et al., 2007). S&o aplicados como agentes encapsulantes de compostos
bioativos, protegendo-os e promovendo uma liberacdo controlada destes compostos
(DRAGET et al., 1998). O alginato de sodio € o polissacarideo mais comumente aplicado, por
ser biocompativel, biodegradavel, de baixo custo, além de ndo ser toxico (KRASAEKOOPT
et al., 2003).

Os alginatos sdo carboidratos coloidais hidrofilicos que podem ser extraidos de fonte
natural, oriundos de varias espécies de algas marrons como Laminaria hyperborea,
Ascophyllum nososum e Macrocystis pyrifera, e de bactérias, que promovem rigidez e
flexibilidade a parede celular (GARCIA-CRUZ et al., 2008). Os alginatos pertencem a uma
familia de copolimeros ndo ramificados contendo unidades de &cido S-D-manurdnico (M) e
acido a-L-gulurénico (G). As propriedades fisico-quimicas dos alginatos sdo influenciadas
pela proporcdo e distribuicdo destes monémeros M e G ao longo da molécula, que sdo unidos
formando “blocos” homopoliméricos (contendo somente monémeros M ou G) e
heteropoliméricos (alternando unidades M e G) (Figura 4). A distribuicdo dos copolimeros,
composicdo e pesos moleculares variam de acordo com a fonte bioldgica, o estado de
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maturacdo da planta e espécies que formam estes monémeros (HAMBLETON et al., 2009;
ZIA et al., 2015; COMUNIAN e FAVARO-TRINDADE, 2016).

A formacao do gel de alginato na presenca de fons Ca?* ocorre devido & troca dos ions
Na* ligados aos &cidos carboxilicos nas moléculas de alginato de sédio com os fons Ca*
presentes na solucéo ibnica (DELADINO et al., 2008; ZHANG et al., 2016). Estruturas
formadas majoritariamente por blocos G sdo eficazes na formacdo de géis mais fortes e
estaveis, pois as interacdes idnicas ocorrem entre os residuos de &cido gulurdnico e Ca?*. Os
fons Ca”* se instalam nas cavidades entre duas ou mais cadeias de bloco G mediante a ligagdo
dos cations divalentes (Ca**) com os grupos carboxilas dos residuos gulurdnicos, resultando
em um arranjo de rede tridimensional comumente denominado de “caixa de ovos” (Figura 5)
(GRANT et al., 1973; BEMILLER e HUBER, 2010; ZIA et al., 2015).
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Figura 4: Estrutura dos blocos homopolimericos M-M (a) G-G (b) e blocos heteropolimericos M-G-M (c).

Fonte: Garcia-Cruz et al. (2008).
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Figura 5: (a) Ligacdo do Ca2+ com o residuo gulurdnico, (b) Formacao de gel de alginato de calcio em solugéo.

Fonte: Zia et al. (2015).

A pectina auxilia no refor¢o da estrutura basica de celulose das paredes celulares das
plantas. A escolha da fonte de extragdo da pectina pode influenciar em suas propriedades
especificas, pois as matérias primas utilizadas para obtencdo deste produto podem diferir em
seu grau de metoxilas, peso molecular, propriedades da protopectinas, dentre outras
caracteristicas. Este biopolimero é extraido geralmente do bagago da maca e da casca de
frutas citricas sob condicbes &cidas que ddo origem a pectinas com alto teor de metoxilagéo
(BUREY et al., 2008; WICKER e KIM, 2016; DE CINDIO et al., 2016).

A pectina é um polissacarideo natural ramificado, apresentando um grande nimero de
residuos de acido a-(1-4)-D-galacturénico carregados negativamente conectados de forma
linear (Figura 6). Ademais, ndo é toxico e pode ser utilizado como agente gelificante,
estabilizador e espessante (BREJNHOLT, 2009; RACOVITA et al., 2009).

COOCH;

AT

Figura 6: Estrutura quimica da pectina.

Fonte: Racovita et al. (2009).

O grau de esterificagdo (GE) indica a propor¢do dos grupos carboxila na forma
esterificada e é utilizado como ferramenta importante na classificagdo da pectina. A pectina
com alto grau de esterificacdo contém mais de 50% de grupos carboxilicos esterificados e as
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com baixo grau de esterificacdo possuem menos de 50% de seus grupos na forma esterificada
(MAY, 1990; WICKER e KIM, 2016).

A capacidade de formar gel da pectina esta associada ao tamanho da cadeia de acidos
poligalacturdnicos e do grau de esterificacdo de seus grupos carboxilicos. Estas caracteristicas
variam com a fonte da qual o biopolimero é extraido. Pectinas com baixo teor de metoxilas
(BTM) formam géis rigidos quando em contato com ions divalentes como o célcio, que
reticula as cadeias do acido galacturénico. O modelo “caixa de ovos” (Figura 7) também é
usado para demonstrar a formacdo da rede de gel com ions célcio, sendo procedida de
maneira semelhante aos géis de alginato (MUKAI-CORREA et al., 2004; DE CINDIO et al.,
2016).

O grau de amidagdo é outro fator que influéncia nas propriedades gelificantes da
pectina, que é a porcentagem de grupos carboxil do acido galacturbnico que reagem com
amonia. Desta forma, pectinas com baixo teor de metoxilas amidada favorecem a formagao de
géis mais firmes (ARANHA, 2015).

/@/ —00C
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Figura 7: Modelo "caixa de ovos" da intera¢do Pectina-Ca.

Fonte: Thakur et al. (1997).

3.3.3 Spray drying

A secagem por pulverizacdo, atomizacdo ou spray drying € um dos métodos mais
antigos e bastante aplicado na industria de alimentos. Esse tipo de secagem é considerado
mais econdmico do que a liofilizacéo e a secagem a vacuo, por apresentar um baixo consumo
de energia e menor tempo de processo. A secagem por spray drying permite a formacéo de
um poé com caracteristicas  nutricionais, flavor e coloragdo preservada
(SANTIVARANGKNA et al., 2007; SHISHIR e CHEN, 2017).

O processo é realizado de forma continua e consiste primeiramente na pulverizacdo do

liquido, podendo ser uma solucdo, emulsdo ou suspensdo, devido a energia que promove a
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formacdo de uma nuvem de goticulas. Em seguida, o fluxo de ar quente entra em contato com
as goticulas, resultando em uma répida evaporagdo da agua, mantendo baixa a temperatura
das particulas, o que leva a formacgdo do p6 (Figura 8). Durante a evaporagdo € formada uma
camada na superficie da gota devido ao aumento na concentragdo de soluto. A formacdo do
po se deve a transferéncia de calor decorrente da diferenca de temperatura entre o ar de
secagem e o liquido alimentado no sistema (GHARSALLAOUI et al., 2007; ZUIDAM e
SHIMONI, 2010).

emulsdo
1

I4— ar quente
L]

=» ar

produto

Figura 8: Esquema do processo de secagem por spray drying.

Fonte: Adaptado de Zuidam e Shimoni (2010).

A grande reducdo do conteudo de &gua do produto promove uma maior estabilidade
microbioldgica evitando degradagdes quimicas ou bioldgicas, diminuicdo de custos de
armazenamento e transporte, além da obtencdo de um produto que pode ser facilmente
solubilizado em dgua (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Apesar do rapido tempo de contato do ar quente com as goticulas durante a secagem,
utilizando geralmente temperaturas de entrada de 150 a 220°C, € possivel que o calor
prejudique compostos sensiveis como carotenoides, antocianinas e vitamina C. E importante
que a temperatura do produto ndo ultrapasse 100°C, que pode ser estimada pela temperatura
de saida do ar em torno de 50-80°C. Desta forma, deve-se ter bastante cautela na escolha da
temperatura e tempo de secagem, agente encapsulante e as condi¢gdes de armazenamento.
Estes fatores influenciam diretamente as caracteristicas do produto formado, como teor de
umidade, densidade, aparéncia e tamanho das particulas, que depende também da tensdo
superficial do material e viscosidade do liquido (QUEK et al., 2007; ZUIDAM e SHIMONI,
2010; ALEXE e DIMA, 2014; SHISHIR e CHEN, 2017).
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Na secagem por atomizacdo os carboidratos mais comumente utilizados sdo
maltodextrinas, amido, amido modificado, goma arabica, xarope de milho, entre outros, sendo
a maltodextrina um dos mais amplamente empregados como agente encapsulante, por
apresentar sabor suave, baixa viscosidade, alta solubilidade, baixo custo, e ndo ser toxica
(ZHANG et al.; VLADIC et al., 2016).

A maltodextrina, [(Ce H12 Os)nH20], é um carboidrato produzido industrialmente, obtido
a partir da hidrolise acida e/ou enzimatica de amido em unidades de D-glicose ligadas por
ligagoes glicosidicas a (1—4) (REINECCIUS, 2004). Pode ser classificada pela sua dextrose
equivalente (DE), que consiste no grau de hidrélise do polimero de glicose em unidades
monoméricas, 0 que resulta em maltodextrinas com variados pesos moleculares. A dextrose
equivalente esta relacionada com o grau de polimerizacdo (DP), sendo calculada pela equagdo
DE=100/DP. Os produtos que apresentam DE menores que 20 s&o considerados
maltodextrinas, j& os que possuem DE na faixa de 20 a 60 sdo classificados como xarope de
milho sélido. O valor de DE influencia nas propriedades do produto, sendo que quanto mais
alto seu valor maior serd o grau de higroscopicidade e solubilidade, enquanto que valores
menores de DE caracterizam um produto com menor viscosidade. Desta forma, maltodextrina
com DE menores que 20 sdo mais adequadas por serem menos higroscépicas, evitando a
aglomeracdo do po, enquanto que maltodextrinas com DE em torno de 20 aumentam a
barreira ao oxigénio promovendo uma melhor estabilidade oxidativa (MURRAY e LUFT,
1973; Ql e XU, 1999; REINECCIUS, 2004; SILVA et al., 2014).

O amido modificado (AM) é outro polimero muito utilizado na microencapsulacdo de
alimentos, se destacando por promover uma 6tima retencdo de compostos volateis durante a
secagem por atomizacdo, estabilizacdo de emulsGes e baixa viscosidade (SILVA et al., 2006;
YAN e ZHENGBIAO, 2010).

A modificagdo do amido pode ser realizada por processos quimicos, utilizando
reagentes especificos para modificar a estrutura das macromoléculas componentes do amido,
Ou por processos enzimaticos e fisicos, como tratamento térmico, e exposicdo a radiacao
(BEMILLER, 1997; FATHI et al., 2014). Para obtencdo dos amidos modificados mais
comumente utilizados na microencapsulacdo, geralmente utiliza-se um processo quimico para
introducdo de grupamentos lipofilicos em suas moléculas. O Capsul® é obtido pela
esterificacdo do amido de milho com o &cido octenilsuccinato anidro, formando um amido
hidrofobicamente modificado. O octenilsuccinato € um composto lipofilico, 0 que aumenta a
capacidade emulsificante e a estabilidade de emulsdes nas formulagées (MULLER, 2011;
TIMGREN et al., 2013).
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A habilidade que o Capsul® possui para o aprisionamento de moléculas em tecnologias
de liberagcdo controlada de substéncias bioativas é devido a sua fracdo amilose, que forma
estruturas helicoidais resultando em complexos muito estaveis (SHAHIDI e HAN, 1993;
ZHU, 2017).

3.4 ESTADO DA ARTE
3.4.1 Gelificagéo I6nica

A literatura contém diversos trabalhos que utilizaram o método de gelificacdo ibnica na
encapsulacdo de varios compostos, inclusive carotenoides, porém ainda h4 poucos artigos que
reportam a encapsulacdo de licopeno por este método.

Estudos foram realizados visando & encapsulacdo de ferro utilizando alginato de sédio
em variadas concentracdes (TEIXEIRA et al., 2014), de S-caroteno em emulsdo com alginato
de sodio para avaliar sua estabilidade quimica e bioacessibilidade (SOUKOULIS et al., 2016),
de antocianinas oriundas de Hibiscus sabdariffa L. com pectina amidada com baixo teor de
metoxilas para avaliar estabilidade do pigmento durante o armazenamento das microparticulas
(DE MOURA et al., 2018), de resveratrol utilizando alginato de sédio como carreador (CHO
et al,, 2014), de Oleo de girassol usando uma mistura de alginato e pectina (1:1) e
revestimento com proteinas de soro de leite (AGUILAR et al., 2015), de extrato liofilizado de
erva-mate (llex paraguariensis) com alginato de sddio e outra formulacdo com alginato de
sodio contendo uma camada de quitosana (ANBINDER et al., 2011), dentre outros.

Mais especificamente em relacdo & encapsulacdo de carotenoides, um estudo realizado
por Celli et al. (2016) avaliaram a encapsulacdo de licopeno obtido a partir da melancia por
gelificacdo ibnica inversa. Os autores utilizaram alginato de sodio de baixa (BV) ou alta
viscosidade (AV) para formacao das particulas e usaram um planejamento experimental Box-
Behnken a fim de otimizar a influéncia dos dois tipos de alginatos, estudados separadamente,
e das variaveis cloreto de célcio (g/L), tempo de gelificacdo (min) e concentracdo de alginato
(p/v), sobre as respostas eficiéncia de encapsulagédo (EE) e capacidade de carga das particulas.
Os dois alginatos utilizados tinham alto teor de grupos de é&cido gulurdnico (G)
(aproximadamente 65-75%) e diferiram pela sua viscosidade. Foi observado que a EE do
licopeno foi de aproximadamente 100% para concentracOes de CaCl, e de alginato de 240 g/L
e 1,5%, respectivamente, e tempo de gelificagdo de 30 min. Os autores concluiram que a
encapsulacdo com BV foi melhor na EE e capacidade de carga do que o alginato AV.
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Calvo et al. (2017) encapsularam licopeno extraido de toranja rosa, utilizando cinco
combinagdes diferentes de agentes encapsulantes: alginato + trealose, alginato + goma Guar +
trealose, alginato + goma vinal + trealose e alginato + goma epina corona + trealose. Os
autores avaliaram a estabilidade destas cinco formulagbes quanto & isomerizacdo,
propriedades de transporte e liberacdo do licopeno submetido a uma mistura de solventes
(hexano: etanol: acetona) na propor¢do de 2:1:1. As particulas umidas apresentaram forma
eliptica com tamanho variando de 2,2 a 2,7 mm. A adicdo de agUcar e galactomananas
ndo melhoraram a estabilidade do licopeno, desta forma reportaram que a suplementacéo de
outro ingrediente as esferas deve ser conduzida cuidadosamente para ndo comprometer sua
estabilidade. As particulas de alginato e as contendo trealose e goma vinal foram as mais
eficazes na preservagéo do licopeno, minimizando a isomerizagdo. Quanto as propriedades de
transporte medidas por ressonancia magnética nuclear de protons de campo baixo (LF-NMR),
verificaram que os coeficientes de difusdo mais baixos podem estar relacionados ao maior
teor de licopeno nas particulas de alginato com trealose, e que a composigéo das esferas afeta
fortemente a liberagéo de licopeno, possibilitando uma liberacéo controlada.

Rutz et al. (2016) encapsularam g-caroteno de fontes naturais (0leos de soja e de palma)
e sintéticas, utilizando quitosana e tripolifosfato de sddio. Os autores avaliaram o desempenho
destas microparticulas em sistemas alimentares (iogurte e pdo), analisando seu perfil de
liberagdo sob condicbes géastricas e intestinais simuladas, constatando uma eficiéncia de
encapsulacdo superior a 95%, alta liberagcdo de carotenoides em meio aquoso e fluido gastrico,
porém baixa liberacdo no fluido intestinal. Observaram também que a adicdo das particulas

em alimentos aumentou a liberacdo dos carotenoides.

3.4.2 Spray Drying

A literatura relata muitos estudos utilizando a técnica de spray drying para encapsulagdo
de diversos compostos, como por exemplo, na encapsulacdo de 6leo de café utilizando goma
ardbica como agente encapsulante (FRASCARELI et al.,, 2012), probi6tico utilizando
maltodextrina (ANEKELLA e ORSAT, 2013), polpa de jussara usando a combinagdo de
goma arabica e amido modificado juntamente com concentrado de proteina de soro de leite ou
isolado de proteina de soja (SANTANA et al., 2016), manga utilizando maltodextrina 10 DE
(ZOTARELLI et al., 2017), suco de amora usando maltodextrinas com diferentes graus de
dextrose equivalente (6, 9 e 20 DE) e goma arabica (FAZAELI et al., 2012), entre outros.
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Mais especificamente, alguns trabalhos foram encontrados utilizando o processo de
spray drying para microencapsulacao de licopeno.

Oberoi e Sogi (2015b) avaliaram o efeito de dois métodos de secagem, spray drying e
liofilizacdo, na retencdo do licopeno obtido de trés variedades diferentes de melancia
(Namdhari-95, Namdhari-450 e Sugar Baby) e utilizaram como carreador a maltodextrina nas
concentragdes 3%, 5%, 7% e 10%. Os autores verificaram que o teor de licopeno,
carotenoides totais e de umidade dos p6s obtidos por spray drying diminuiu de acordo com o
aumento da concentragdo de maltodextrina na formulagdo do suco. No entanto, o teor de
licopeno nos pds aumentou em torno de 5,1-7,5 vezes em comparagdo ao suco de melancia,
como esperado, ja que a secagem promove a concentracdo do composto ativo devido a
evaporacdo da agua. A secagem por pulverizacdo acarretou perda significativa de licopeno,
devido ao aquecimento a alta temperatura e exposicdo ao oxigénio. Esta diminuicdo foi
referente a uma degradacdo real do licopeno, em vez de uma conversdo progressiva do
licopeno all-trans para a forma cis. Os pos obtidos por liofilizagdo apresentaram maior
retencdo de licopeno, contudo, alta atividade de agua, limitando sua vida util.

Mestry et al. (2011) realizaram a microencapsulagédo de suco misto de melancia e
cenoura, proporcao 70:30, fermentado a 37°C com Lactobacillus acidophilus. Foram testados
no processo de secagem temperatura do ar de 120 a 160°C, taxa de fluxo de 2,0 a 5,0 mL/min
e concentracdes de maltodextrina de 10 a 15%. Através da metodologia de superficie de
resposta, constataram que houve uma reducdo do teor de licopeno e f-caroteno do pé quando
foram empregadas temperaturas elevadas, tempos de exposicdo mais longos e uma taxa de
alimentacdo menor no processo de pulverizagdo. O aumento da pressdo de atomizacéo
promoveu a reducdo da fluidez do pd, devido a obtencéo de particulas menores. Além disso,
verificaram que a temperatura de transicdo vitrea do p6 foi maior que 90°C, indicando que
permaneceu altamente estavel. A condicdo otimizada da secagem foi: temperatura de entrada
144°C, vazéo de alimentacdo de 5 mL/min, pressdo de atomizacio 1kg/cm’ e concentracdo de
maltodextrina de 15%.

Quek et al. (2007) microencapsularam suco de melancia por spray drying utilizando
diferentes condigOes de processo: quatro temperaturas de entrada (145°C, 155°C, 165°C e
175°C) e duas concentragdes de maltodextrina DE 8-12 (3 e 5%) como material de parede.
Observaram que com 0 aumento da temperatura de entrada, o teor de umidade e a dissolucéo
do p6 diminuiram, porém ndo houve diferenga significativa na atividade de &gua dos
diferentes pos. Os p6s com maior teor de umidade apresentam maior tendéncia & aglomeracédo

as particulas. Além disso, o aumento da concentracdo de maltodextrina de 3% para 5%
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melhorou o rendimento do p6. De acordo com 0s autores, o aumento da temperatura de
entrada acelerou a perda dos carotenoides, sendo que o f-caroteno degradou mais rapidamente
que o licopeno, acarretando a diminui¢do da cor vermelho-alaranjada do p6, devido a uma
possivel degradacdo térmica e a oxidacdo. Desta forma, concluiram que a temperatura de
entrada de 155°C formou p6s com melhores resultados colorimétricos, umidade, baixo
contetdo de atividade da &gua e um bom contetido de licopeno e S-caroteno.

Rocha et al. (2012) reportaram que a microencapsulagdo do licopeno por spray drying
resultou em maior estabilidade a estocagem, quando comparado ao licopeno livre. Os autores
aplicaram as particulas na formulagdo de um bolo e verificaram que estas foram capazes de
liberar o licopeno durante a preparacdo e de colori-lo homogeneamente. Choudhari et al.
(2012) avaliaram a estabilidade do licopeno microencapsulado por spray drying durante a
extrusdo de farinha de arroz e observaram que os extrusados adicionados do licopeno
encapsulado apresentaram melhor retencdo de cor em comparacdo aos produzidos com

licopeno livre.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1.1 Matéria-prima

Foram utilizadas melancias frescas adquiridas em mercado local do Estado do Rio de

Janeiro.

4.1.2 Membranas

A membrana utilizada no processo de microfiltracdo/diafiltracdo foi do tipo tubular de
o-alumina (a-AlO3), T1-70 (Pall Corporation: Membralox® Ceramic Membrane Products,

EUA), com diametro médio de poros de 0,2 pm.

4.1.3 Agentes encapsulantes

Os agentes carreadores utilizados na encapsulacéo por gelificagdo i6nica foram alginato
de sédio (Dinamica®, Diadema, SP) e pectina parcialmente amidada com baixo teor de
metoxilas LM-101 AS Genu® (CP Kelco, Limeira, SP). Para a microencapsulagdo por spray
drying utilizou-se maltodextrina 10DE (Alibra®, Campinas, SP) e amido modificado Capsul®
(National Starch, S&o Paulo, SP).

4.1.4 Plano geral do trabalho

Os experimentos e analises fisico-quimicas foram realizados na Embrapa Agroinduistria
de Alimentos (Planta Piloto de Operacfes Unitéarias e Laboratdrio de Cromatografia Liquida)
e as analises térmicas foram feitas no Laboratério de Analises Térmicas e Reoldgicas da
Escola de Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

O diagrama de fluxo mostrado na Figura 9 apresenta as etapas do plano de trabalho para
obtencdo do produto concentrado rico em licopeno encapsulado por diferentes métodos e as
devidas analises empregadas.
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Figura 9: Fluxograma geral do plano de trabalho desenvolvido.

4.1.5 Preparo do suco de melancia

Os frutos foram higienizados, iniciando-se com uma pré-lavagem em agua corrente para
remocdo de sujidades. Em seguida, foram sanitizados pela imersdo das melancias em &gua
clorada na concentracdo de 200 ppm por 15 minutos, seguida por lavagem em mesa de
aspersdo para retirada do cloro residual. Apds o corte da fruta e descascamento manual, o
suco foi obtido em despolpadeira horizontal Bonina 0,25 df (Itametal, Itabuna, Brazil),
previamente sanitizada com solugdo de hipoclorito de sodio a 0,01%, contendo uma peneira
de 0,6 mm (Figura 10).
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Figura 10: Processamento do suco in natura de melancia. (a) melancias (b) pedacos de melancia apds corte e
descascamento (c) despolpamento para obtencdo do suco.

4.1.6 Obtencéo do concentrado rico em licopeno

Para obtencdo do concentrado rico em licopeno, o suco de melancia in natura foi
submetido ao processo de microfiltragdo seguido por diafiltragdo da fracdo retida, para
remocao dos agucares (OLIVEIRA et al., 2016).

Primeiramente, 6L de suco in natura foram alimentados no sistema de microfiltracdo da
GEA Filtration (Figura 11), composto por membranas tubulares de a-alumina com didmetro
médio de poros igual a 0,2 um, pressdo transmembrana 2 bar e area de permeacgdo igual a
0,022 m?, a 35 °C (OLIVEIRA et al., 2016). Ao final da microfiltracéo, foi obtido 1L de suco
concentrado em licopeno (fracéo retida). Em seguida, foi realizada a diafiltracdo, que consiste
na lavagem do suco concentrado em licopeno para remogdo dos aguUcares presentes no
produto. Este procedimento foi realizado no mesmao sistema, trés vezes, utilizando 1L de agua
em cada lavagem. A Figura 12 apresenta o concentrado de licopeno obtido ao final do
processo de microfiltragdo/diafiltracdo (MF/DF).
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Figura 11: Processamento de microfiltracdo/diafiltracéo.

Figura 12: Concentrado de licopeno.

4.1.7 Encapsulacéo por gelificacédo idnica

O extrato rico em licopeno foi adicionado de alginato de sddio 2% (p/v) ou pectina
parcialmente amidada com baixo teor de metoxilas (BTM) 4% (p/v) e a solucdo foi imersa em
um banho maria a 50°C por 6 minutos para melhor dissolu¢cdo do material de parede. Essas
concentragdes foram selecionadas em ensaios preliminares, como as minimas concentracdes
necessarias para se obter particulas com formato esférico.

A encapsulacgdo foi realizada com o auxilio de uma seringa com agulha de calibre 22G,
acoplada a um suporte universal em uma altura de 20 cm, sobre um banho de cloreto de célcio
2% (p/v), permanecendo sob agitacdo magnética durante 30 minutos para o endurecimento
das particulas (Figura 13). Em seguida, as esferas umidas foram peneiradas e lavadas com

agua destilada para remocao dos ions de célcio remanescentes. O procedimento adotado foi
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realizado de acordo com a metodologia de Belscak-Cvitanovic et al. (2015) com algumas
alteragoes.

Para obtencdo das esferas secas, as esferas umidas foram transferidas para placas de
Petri e submetidas a secagem a vacuo em estufa por 24 horas a 60°C no final do
processamento.

As esferas imidas e secas foram armazenadas em recipientes de plastico com tampa sob

refrigeracdo e congelamento, respectivamente, para anélises posteriores.

22G—

Solucao polimérica:
alginato de sédio 2% (p/v)
ou pectina BTM 4% (p/v)

20cm

+« CaCl,

® o
Agitagao:
30 min.

Figura 13: Processo de encapsulagao por gelificagdo idnica.

»
’

4.1.8 Encapsulacédo por Spray drying

Para obtencdo dos po6s por spray drying foram utilizados os agentes carreadores
maltodextrina 10 DE (MD) e a mistura de maltodextrina + amido modificado Capsul®
(National Starch) (MD + Capsul®), na proporcdo 1:1 (m/m), escolhidos com base no trabalho
de Souza et al. (2018), que trabalhou com microencapsulacdo de um concentrado de tomate
rico em licopeno. A relacdo entre o teor de sélidos totais do extrato e o agente encapsulante
foi de 1:2.

O material de parede foi adicionado ao concentrado de licopeno e homogeneizado. Em
seguida, a microencapsulacéo foi realizada em um spray dryer LabPlant SD-06 (Huddersfield,
Reino Unido). As condices do processo foram: temperatura de entrada e saida de 170°C e
75°C, respectivamente, pressao de ar comprimido de 2,5 bar, velocidade média do ar de 4,3
m/s e vazdo de alimentagéo de 0,4 L/h.

O material seco foi acondicionado em embalagem de polietileno laminado, selado e

armazenado em dessecador a temperatura ambiente para as posteriores analises fisicas.
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Figura 14: Processo de microencapsulacdo por Spray Drying.

4.1.9 Caracterizagédo do suco in natura de melancia e do concentrado de licopeno

4.1.9.1 Teor de solidos solUveis

O teor de sdlidos soluveis foi determinado com o auxilio de um refratdbmetro digital
portétil modelo Pal-3 da marca Atago® (Ribeirdo Preto, SP) com escala em graus °Brix,
segundo a metodologia descrita pela A.O.A.C. (2016).

4.1.9.2 pH

O pH foi determinado em pHmetro modelo 785 DMP Titrino (Metrohm, Herisau, Suica),
com leitura direta a 25°C, segundo o método da A.O.A.C. (2016).

4.1.9.3 Acidez total titulavel

A acidez total tituldvel foi determinada em titulador automatico modelo 785 DMP
Titrino (Metrohm, Herisau, Suica), utilizando uma solugdo de NaOH na concentragdo de 0,1
M, de acordo com o método potenciométrico descrito na A.O.A.C. (2016).
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4.1.9.4 Capacidade antioxidante

A capacidade antioxidante foi determinada de acordo a metodologia reportada por Re et
al. (1999), utilizando o extrato hexanico obtido pela metodologia descrita por Sadler et al.
(1990), com algumas alteracdes realizadas por Perkins et al. (2001). Para obtencdo do extrato
hexanico, aproximadamente 0,2 g de amostra foram pesados em um baldo volumétrico ambar
de 25 mL e adicionou-se 10 mL de uma mistura de solventes hexano: acetona: etanol na
proporg¢do 2:1:1(v/viv). Em seguida, o baldo foi submetido a agitacdo magnética. Apds 15 min
de agitacdo foi adicionado 1,5 mL de agua destilada e a solugdo permaneceu sob agitacdo por
mais 5 minutos. Ao final da extracdo, os bal6es foram deixados em repouso para que
ocorresse a separacao da fase hexanica.

Posteriormente, a reagéo foi realizada utilizando 200 pL de amostra (fase hexanica) e
1,8 mL da solugdo etandlica de ABTS® (Acido 2,2 -azino-bis- (3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico). Apos 25 minutos de reacdo, a leitura no comprimento de onda 734nm foi realizada
em um espectrofotdmetro Shimadzu® UV-1800 (Kyoto, Japdo). A reacdo foi realizada sob
abrigo da luz e em temperatura ambiente.

Para qualificacdo da capacidade antioxidante foi construida uma curva padréo utilizando
Trolox (6-hidroxi — 2,5,7,8 — tetrametilcromo — 2 — 4cido carboxilico 97% de pureza, Sigma-
Aldrich® Brasil, Sd0 Paulo) nas concentragdes de 100, 500, 1000, 1500 e 2000 pM em
solucdo etandlica 95%. O hexano foi utilizado como branco nas corridas realizadas e na
substituicdo da amostra.

Os resultados foram expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox
(TEAC) em pumol/g de amostra.

4.1.9.5 Teor de licopeno

Para a determinacdo do teor de licopeno, foi realizada a anélise espectrofotométrica do
conteldo total de carotenoides presente na amostra, uma vez que este é o carotenoide
predominante na melancia. A andlise foi realizada em duplicata, de acordo com o método
descrito por Rodriguez-Amaya (2001) e Pacheco (2009).

Para extracdo dos carotenoides foram pesados em uma balanga analitica cerca de 0,4 g e
0,1g do suco in natura e concentrado, respectivamente. A amostra foi macerada em um graal
de porcelana adicionando acetona e celite em quantidade suficiente para auxiliar na
maceragdo para rompimento das fibras. A mistura foi filtrada sob vacuo em um funil de vidro

com placa sinterizado e o extrato ceténico foi recolhido em um kitassato. Este procedimento
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foi realizado duas vezes para garantir a extragéo total dos carotenoides presentes na amostra.
O extrato foi transferido para um funil de separacdo de 250 mL contendo aproximadamente
10 mL de éter de petréleo. Em seguida, foi adicionada agua Milli-Q para eliminar a acetona
presente na fase aquosa inferior. A lavagem do extrato foi realizada aproximadamente 3 vezes
para eliminacdo residual da acetona. A solucdo etérea foi transferida para um baldo de 25 mL
com o auxilio de um funil contendo & de vidro e sulfato de sddio anidro. O funil de separacéo
e o funil utilizado para transferéncia do extrato foram lavados com éter de petroleo e o baldo
volumétrico foi avolumado com este mesmo reagente. Posteriormente, a leitura da
absorbancia foi realizada no comprimento de onda 470 nm a fim de minimizar a interferéncia
de outros carotenoides presentes na melancia.

O célculo do teor de carotenoides totais foi realizado de acordo com a Equacéo (1):

ug AxVx 1000000
o7 (10 - A2
100g A2 xM 1)

1cm

Onde: A = absorbéncia da solugdo; VV = volume final da solugdo; CT = carotenoides
totais (ug/100g); M = massa da amostra tomada na analise (g); A1 = coeficiente de extin¢éo
ou coeficiente de absortividade molar do licopeno em éter de petréleo (3450) (RODRIGUEZ-

AMAYA, 2001).

4.1.9.6 Perfil de carotenoides

Apos a extragdo dos carotenoides descrita no item 4.2.5.5, foi realizada a secagem de 2
mL do extrato etéreo em frasco de vidro utilizando ar comprimido. O pigmento seco foi
suspenso em 200 uL de acetona seguido de agitagdo em vortex por 5 segundos. Em seguida, o
extrato foi transferido para um vial com redutor de volume para posterior injecdo no
cromatdgrafo liquido Alliance 2695 da Waters® (Milford, USA).

O perfil de carotenoides presentes no suco de melancia in natura e no concentrado de
licopeno foi determinado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) utilizando
coluna de fase reversa YCM Carotenoid S-3® de 4,6 x 250 nm com detector de rede de
fotodiodos UV/Vis de 300 a 600 nm. Foi utilizado gradiente de eluicdo com fases moveis
metanol (A) e éter de metil terc-butil (B). As demais condi¢cdes cromatograficas foram:
temperatura da coluna de 33°C, fluxo de 0,8mL/min, volume padrao de injecdo de 15 pL e o
tempo da corrida de 28 min. A quantificacdo dos carotenoides foi determinada comparando o
tempo de retencdo e o espectro de absor¢édo (PACHECO et al., 2014).



48

4.1.9.7 Quantificacao de acucares

Os acucares foram extraidos de acordo com a metodologia descrita por Macrae (1998).
Para o preparo da amostra, cerca de 1g de amostra foi pesada em um baldo volumétrico de 20
mL e adicionou-se 10 mL de agua ultrapurificada (Milli-Q). Em seguida, o baldo volumétrico
foi submetido a um banho de ultrassom durante 20 minutos para extracdo dos agucares
glicose, frutose e sacarose presentes na amostra. Posteriormente, adicionou-se 5 mL de
acetonitrila e avolumou-se o baldo com &gua ultrapurificada. A solucdo foi filtrada com o
auxilio de papel de filtro para o vial do injetor automético. O método baseia-se na separacéo
cromatogréfica da amostra em coluna de fase reversa e consequente determinacdo da
concentracdo dos agucares por CLAE, utilizando método de padronizacdo externa. As
condi¢des cromatogréficas utilizadas foram coluna Amino 30cm x 4,6 mm (High
Performance Carbohydrate) operando a temperatura ambiente, fase mdvel acetonitrila 75%,
fluxo: 1,4 mL/min, detector de indice de refracdo, temperatura interna do detector de 45°C e

volume de injecdo de 20 pL.

4.1.10 Caracterizagao das esferas produzidas por Gelifica¢do I6nica e Spray Drying

4.1.10.1 Retengéo de licopeno

A retencdo de licopeno (R) nas particulas obtidas por gelificacdo ibnica e por spray
drying foi determinada de acordo com a Equacéo (2):

(Teor de licopeno total das particulas/So6lidos Totais)
R (%) = . — o — X 100
(Teor de licopeno inicial do concentrado/Sélidos Totais) 2)

O teor de licopeno foi determinado de acordo com o método descrito no Topico
4.1.10.3.

4.1.10.2 Rendimento do pé

O rendimento do pé obtido pela secagem em spray dryer foi calculado de acordo com a

Equacéo (3):

(Massa do p6 coletado)

Rendimento (%) = —— - —— x 100
(Sélidos Totais da emulsdo alimentada) 3)
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4.1.10.3 Teor de Licopeno

Para avaliar a concentragdo de licopeno das particulas produzidas por gelificacdo iénica,
foram pesadas aproximadamente 150 mg das esferas Umidas e 20 mg das esferas secas. Estas
foram dissolvidas em um eppendorf contendo 1 mL de solucao de citrato de sodio (10% p/v) e
submetidas ao banho com agitacdo a 37°C e 100 rpm durante 20 minutos (DELADINO et al.,
2008). Em seguida, foi realizada a analise espectrofotométrica do conteldo total de
carotenoides de acordo com o método descrito no Tépico 4.2.5.5.

Quanto a analise dos pds obtidos por spray drying foram pesadas em torno de 30 mg em
um becker de vidro de 5 mL seguida da andlise espectrofotométrica sem necessitar de uma

prévia dissolucdo das particulas em critrato de sodio.

4.1.10.4 Sélidos Totais

O teor de solidos totais foi determinado mediante secagem do material em estufa a
vacuo a 60°C até obtengdo de massa constante, segundo a metodologia descrita pela A.O.A.C.
(2016).

4.1.10.5 Tamanho das particulas

A distribui¢do do tamanho das particulas secas produzidas por gelificacdo i6nica e por
spray drying foi analisada em um equipamento de difracdo a laser SDC — Microtrac S3500
(Microtrac, Montgomery Ville, USA), utilizando isopropanol como meio dispersante, sendo
realizadas 6 leituras para cada amostra. A andlise foi realizada em duplicata. Os resultados
foram expressos pelo didmetro médio Dsg, relativo & mediana da distribuicdo.Além disso, foi
calculado o span da distribuicdo das particulas a fim de medir sua dispersibilidade. Este valor
foi calculado pela equagdo (Dgy - D10/Dsp), onde D1g, Dsp € Dgg S&0 0s didmetros em 10, 50 e
90% de volumes cumulativos, respectivamente (ISMAIL et al., 2016).

Para calcular o tamanho das esferas Umidas de alginato e pectina foram utilizadas
imagens contendo 115 particulas (Figura 15), retiradas por uma camara fotografica modelo
Nikon D7200 (Nikon Corporation, Tailandia) equipada com lente Sigma F2.8 Ex Macro,
distancia focal de 105 mm, 1SO-160 e abertura maxima de 3,5. Em seguida, o tamanho das
particulas foi mensurado com o auxilio do programa Image-J utilizado para analise de
imagens cientificas. Foram medidos 0 menor e o maior diametro de cada particula, e o

didmetro foi expresso como a média destes (KUMARA et al., 2012).
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Figura 15: Fotografia das esferas de (a) Alginato-Ca e (b) Pectina-Ca.

Foto retirada por: Sidney Pacheco.

4.1.10.6 Morfologia das particulas

A morfologia das particulas secas obtidas por gelificacdo ibnica e por spray drying foi
avaliada por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas em um
suporte metalico (stub) com uma fita adesiva de dupla face condutora convencional. Logo
apos, as amostras foram entdo observadas em um microscépio eletrénico de varredura,
modelo TM 3000 (Tabletop Microscope Hitachi, Toquio, Japdo), com o programa TM 3000,
operando com 15 kV.

A circularidade das esferas Umidas foi determinada por uma ferramenta fornecida pelo
programa ImageJ. A circularidade foi calculada pela formula 4nx (area / perimetro?), onde o
valor mais proximo de 1 indica um circulo perfeito e valor mais aproximado de O representa

um poligono cada vez mais alongado (KUMARA et al., 2012).

4.1.10.7 Analise termogravimétrica (TGA)

O perfil de degradacdo térmica das particulas foi avaliado por analise termogravimétrica
sob atmosfera controlada de N2, em equipamento modelo Pyris 1 TGA (Perkin Elmer,USA).
Foram pesados cerca de 5 mg de cada amostra e em seguida inseridos no equipamento. As
medidas de porcentagem de perda de massa foram realizadas dentro da faixa de temperatura

de 25°C a 700°C, a uma taxa de aquecimento 10°C/min.

4.1.11 Resisténcia a temperatura e ao pH

Para avaliar a resisténcia do licopeno presente nas esferas produzidas por gelificacdo

ibnica ao tratamento térmico, as esferas Uimidas e secas foram colocadas em banho-maria, em
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um shaker modelo Ma093 (Marconi, Piracicaba, SP) com temperatura de 65°C ou 90°C, a 60
rpm, por 30 minutos.

Para avaliar a influéncia de diferentes pHs sobre a estabilidade do licopeno, as amostras
foram expostas a trés diferentes solugdes aquosas com pH 2,0, 5,0 e 8,0, sob agitagéo
magnética, por uma hora. O ajuste destas solugdes foi realizado com solu¢6es de HCI 0,1M
ou NaOH 0,1M (CELIS, 2009).

Para calcular a perda de licopeno, o teor de licopeno foi analisado antes e depois de
cada tratamento segundo a metodologia descrita no Item 4.2.5.5. Os resultados da estabilidade
foram expressos pela razdo entre a concentracdo de licopeno verificada em cada tempo e a

concentracéo inicial do mesmo (C/Cy).

4.1.12 Estabilidade a diferentes condi¢des de armazenamento

A estabilidade do licopeno presente nas particulas secas foi avaliada durante 56 dias (8
semanas). Para tanto, as particulas foram armazenadas em quatro temperaturas: -10°C (em
congelador) como controle, 7°C (em incubadora B.O.D., LT 320T, LimaTec, Cruz das Almas
- BA), 25°C (em incubadora B.O.D., LT 320T, LimaTec, Cruz das Almas - BA) e 40°C (em
estufa SPLabor®, Vila Formosa, SP). No caso das particulas imidas de alginato e pectina,
estas foram estocadas somente sob refrigeracdo (7°C), devido aos possiveis danos e
deterioracgOes que poderiam ocorrer nas esferas se armazenadas em outra condicao.

As esferas imidas foram analisadas quanto ao teor de licopeno semanalmente até o final
da estocagem e as secas semanalmente durante as quatro primeiras semanas e apos
quinzenalmente. Os resultados foram expressos pela razdo entre a concentracdo de licopeno

verificada em cada tempo e a concentracdo inicial do mesmo (C/Cy).

4.1.13 Andlise estatistica

O teste t de student foi aplicado para avaliar os dados da caracterizagdo do suco in
natura, do concentrado de licopeno, das esferas Umidas, secas e dos pos obtidos por spray
drying, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Os resultados da resisténcia e estabilidade das esferas e dos p6s foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e o teste de Fisher com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

O programa utilizado foi 0 STATISTICA® versdo 10,0 (StatSoft, Tulsa, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo do suco de melancia in natura e do concentrado de licopeno
5.1.1 Caracterizacdo fisico-quimica

A Tabela 2 apresenta os resultados da caracterizacdo do suco de melancia in natura,
antes de ser alimentado no sistema e do concentrado de licopeno obtido apds o processo de
MF/DF.

Tabela 2: Caracterizagdo fisico-quimica do suco de melancia in natura e do concentrado de licopeno.

Andlises In natura Concentrado
Acidez Total Titulavel (g/100g) 2,7 +£0,02° 1,94 +0,07°
pH 5,65 + 0,02 5,05 + 0,01°
Solidos soltveis (°Brix) 8,9 +0,05° 1,5 + 0,05
Teor de licopeno (ug/g) 61,03 +0,8° 220,57 + 8,4
Capacidade antioxidante (pmol 0,48 + 0,05 1,51 +0,13"
Trolox/g)
Valores na mesma linha acompanhado por letras minGsculas diferentes apresentam diferenca significativa entre

si (p<0,05).

O fator de concentracdo (FC) do licopeno, calculado pelo aumento da concentragdo do
carotenoide ap6s o processo de MF/DF, foi de 3,6 vezes. Além disso, também foi observado
um aumento da capacidade antioxidante em 3,14 vezes, indicando que o teor de licopeno e a
capacidade antioxidante apresentaram comportamentos relativamente similares. Isto pode
sugerir que a capacidade de sequestro de radicais ABTS" pode estar fortemente relacionada a
concentracéo de licopeno.

Os valores encontrados na caracterizagdo do produto obtido apds a MF/DF, quanto ao
teor de licopeno, sélidos soluveis, pH, capacidade antioxidante e acidez total titulavel foram
relativamente proximos aos encontrados por Oliveira et al. (2016). Os autores verificaram
273,03 pg/g de licopeno, 1,0 °Brix, pH igual a 5,72, capacidade antioxidante pelo método
ABTS de 2,27 umol Trolox/g e acidez total titulavel de 1,54 g/100g.

Resultados encontrados para pH, teor de licopeno, umidade e s6lidos soluveis e totais
referentes ao suco in natura de melancia foram consistentes com os encontrados por Feng et
al. (2013) e Oberoi e Sogi (2015b). Pequenas diferencas encontradas entre os resultados
podem ser justificadas pelas diferentes condi¢Bes climaticas, regido de cultivo, variedades do
fruto, estagio de maturacéo, e condicfes de processamento do suco (RODRIGUEZ-AMAY A,
2001; CHITARRA e CHITARRA, 2006; PEREZ-CONESA et al., 2009).
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5.1.2 Identificacéo e quantificagdo de agucares

As Figuras 16 e 17 apresentam 0s cromatogramas de agucares identificados no suco de

melancia in natura e no concentrado de licopeno determinados por CLAE.
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Figura 16: Picos cromatograficos de aglcares identificados no suco de melancia in natura.
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Figura 17: Picos cromatograficos de aglcares identificados no concentrado de licopeno apo6s a diafiltracao.

No cromatograma do suco de melancia (Figura 16) foram detectados trés picos, em 7,8,
8,8 e 11,70 min, referentes aos agucares frutose, glicose e sacarose, respectivamente. Quanto
ao cromatograma do concentrado de licopeno (Figura 17) foram identificados somente frutose
e glicose com tempos de retencéo de 7,8 e 8,8 min, respectivamente.

As concentragdes encontradas de cada agUcar nas amostras estdo apresentadas na Tabela
3. Para o suco de melancia, a ordem decrescente de concentragdo foi frutose > sacarose >
glicose, enquanto para o concentrado de licopeno, a ordem foi frutose > glicose. O primeiro
pico eluido nos dois cromatogramas em aproximadamente 4 minutos representa o pico do

solvente.
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O processo de MF/DF do suco reduziu aproximadamente 6 vezes a quantidade de
solidos sollveis presentes no suco de melancia (Tabela 2). Mediante a identificagdo e
quantificacdo dos agUcares presentes no suco in natura e no concentrado de licopeno, foi
possivel observar que esta diminui¢do dos teores de sdlidos solUveis esta associada a perda
significativa dos teores de acUcares (frutose, glicose e sacarose) apds o processo de lavagem
(diafiltracdo) da fragdo retida no processo de MF, sendo possivel observar que nao foi
detectado sacarose no concentrado de licopeno (Tabela 3).

Oliveira et al. (2016) analisaram dois desenhos experimentais estudando a ordem dos
processos de concentracdo (MF) e diafiltragio do suco de melancia. A condi¢do que
apresentou melhor eficiéncia na concentracdo do licopeno e economia do volume de &gua
utilizado no processo foi a microfiltragdo/diafiltracdo, quando comparada a diafiltracdo
seguida de microfiltracdo. Com o processo de MF/DF verificou-se uma diminuicdo de 6,14
vezes do teor de soélidos sollveis, comparando-se 0 suco in natura e o produto

concentrado/diafiltrado.

Tabela 3: Perfil de acicares contidos no suco de melancia in natura e diafiltrado.

Acucar In natura Concentrado
Frutose (g/100g) 2,71 + 0,09 0,95 + 0,02
Glicose (g/100g) 1,66 + 0,04 0,59 + 0,02°
Sacarose (g/100g) 1,99 +0,03* ND"
Valores na mesma linha acompanhado de letras minuUsculas diferentes apresentam diferenca significativa entre si
(p<0,05).

O suco de melancia ndo contém somente o licopeno em sua matriz, mas também outros
compostos que sdo combinados, com destaque para os acgucares (GOMES, 2009). A
microfiltragdo permite a passagem de agUcares, porém ndo permite a passagem das fibras que
estédo associadas ao licopeno. Dessa forma, durante a microfiltracdo houve a concentracdo de
licopeno na fracdo retida, porém o teor de agUcares se manteve igual ao do volume
alimentado. Nesse sentido, o processo de diafiltragdo foi uma alternativa encontrada para
diminuir os teores de agUcares presentes no concentrado de licopeno, funcionando como uma
“lavagem” para remocao destes compostos.

Oberoi e Sogi (2015b) estudando trés variedades de melancia verificaram que a variacao
de acgucares redutores presentes nos sucos foi de 2,9-3,7 g/100g e para agucares totais de 7,76
9/100g. No presente trabalho foram encontrados valores aproximados, porém maiores, de 4,37
g/100g para agUcares redutores (frutose + glicose) e 6,36 g/100g para agUcares totais (Tabela
3).
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5.1.3 Identificacéo e quantificagéo dos carotenoides

Através dos cromatogramas obtidos na analise de carotenoides das duas amostras
(Figuras 18 e 19), foi possivel observar que o suco de melancia in natura e o concentrado de
licopeno apresentaram o mesmo perfil de carotenoides, sendo identificada a presenca de -
caroteno e licopeno all-trans eluidos em torno de 17 e 23 min, respectivamente. Além disso,
ndo foi possivel identificar isbmeros de licopeno nas duas amostras, mostrando que o

processamento de MF/DF preservou o composto bioativo.
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Figura 18: Picos cromatogréaficos de carotenoides identificados no suco de melancia in natura.
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Figura 19: Picos cromatograficos de carotenoides identificados no concentrado de licopeno.

Apesar das amostras terem apresentado o mesmo perfil, a concentracdo dos
carotenoides identificados foi diferente, observando-se valores significativamente maiores
destes compostos no concentrado de licopeno, resultado esperado para 0 processo de

concentracdo por membrana aplicado (Tabela 4).
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Tabela 4: Perfil de carotenoides contidos no suco de melancia in natura e no concentrado de licopeno.

Carotenoides In natura Concentrado
B-caroteno (ug/g) 7,06 + 0,6 24,90 + 0,37°
Licopeno (Hg/g) 49,72 + 2,07 169,25 + 25,18"
TOTAL (ug/g) 56,78 194,15
Valores na mesma linha acompanhado de letras minUsculas diferentes apresentam diferenca significativa entre si
(p<0,05).

Foi possivel observar também que do total de carotenoides encontrados em cada
amostra (soma da concentracdo de p-caroteno e licopeno apresentado na Tabela 4), 87 % se
refere ao licopeno, e 13% ao S-caroteno. Este resultado confirma que a melancia é uma matriz

rica em licopeno, como reportado na literatura (KONG et al., 2017).

5.2 Encapsulagéo por gelificagdo idnica
5.2.1 Teor de solidos totais, licopeno e eficiéncia de encapsulagéo

A Tabela 5 apresenta o teor de sélidos totais e de licopeno referentes as esferas Umidas e
secas, produzidas por gelificagdo i6nica, utilizando alginato e pectina como agentes

encapsulantes.

Tabela 5: Teor de sélidos totais e licopeno das esferas Umidas e secas de alginato e pectina.

Anélises Alginato Umida Pectina imida  Alginato seca Pectina seca

Solidos Totais 5,93 +0,33° 5,71 + 0,09 86,62 + 0,88° 93,76 + 1,01°
(9/1009)
Licopeno 6375,62 +10,56° 4007,28+ 6,77° 6692,13 + 69,25* 4220,90 + 57,50°
(hg/g M.S)

Letras diferentes em uma mesma linha representam que as amostras diferem significativamente entre si (p<0,05).

Observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os valores de solidos
encontrados para as esferas Umidas de alginato e pectina, embora a concentracdo de pectina
utilizada na encapsulacdo tenha sido maior que a de alginato. As particulas Umidas
apresentaram um teor de umidade de aproximadamente 94%, mostrando que esferas
formuladas com alginato e pectina pelo método aplicado formam uma rede tridimensional
hidrofilica, com elevada capacidade de retencdo de &gua (SAKIYAMA-ELBERT e
HUBBELL, 2001; BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2016). Resultados de umidade superior a
94% também foram encontrados por Célis (2014) estudando esferas de alginato e pectina, Li
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et al. (2016) encapsulando acido galico com alginato de sddio e por Belscak-Cvitanovic et al.
(2016) utilizando alginato e pectina como material de parede no processo de gelificacdo
ibnica para encapsulacdo de polifenois e S-caroteno.

As particulas secas produzidas com pectina e alginato apresentaram teores de umidade
de 6,24% e 13,38%, respectivamente. O alto teor de umidade nas particulas pode
comprometer seu tempo de vida util, devido a facilidade de proliferacdo de microorganismos
com o tempo de armazenamento (KAYA et al., 2007). Desta forma, as esferas secas tendem a
apresentar uma maior estabilidade durante a estocagem.

As particulas secas apresentaram teores de licopeno expresso em massa seca de 6692,13
po/g e 4220,90 pg/g para alginato e pectina, respectivamente, apresentando um teor de
licopeno um pouco maior em relagdo as particulas imidas.

A retencdo do licopeno calculada para as duas formulag¢Ges foi de 100%, o que pode ser
comprovado visualmente pela coloragcdo do banho de gelificacdo, que permaneceu incolor,
ndo sendo detectada a presenga de licopeno (Figura 20). Alta eficiéncia de encapsulacao,
acima de 90%, também foi reportada por Chan (2011) e Célis (2014), na encapsulacéo de 6leo
de palma e de girassol, respectivamente.

Figura 20: Retencdo do licopeno no processo de gelificacdo ibnica.

5.2.2 Tamanho de particulas

As distribuicdes do tamanho de particulas das esferas Umidas de alginato e pectina estéo
apresentadas nas Figuras 21 e 22.
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Figura 21: Distribuicdo do tamanho de particulas imidas de alginato contendo concentrado de licopeno.
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Figura 22: Distribuicdo do tamanho de particulas imidas de pectina contendo concentrado de licopeno.

Quanto as esferas de alginato, foi possivel observar que a faixa de diametro das
particulas variou de 1,91 a 2,4 mm e que a maioria das particulas apresentou diametro entre
2,0 e 2,2 mm. A faixa de didmetro das esferas de pectina variou de 2,65 a 3,26 mm,
mostrando que estas particulas apresentaram diametros maiores do que as esferas de alginato.
Este resultado pode ser atribuido & menor propor¢do de material de parede utilizada nas
esferas de alginato.

Os diametros médios (Dso) das esferas de alginato e de pectina foram de 2,09 e 2,93
mm, respectivamente (Tabela 6).

No estudo de Paula et al. (2010) utilizando diferentes concentracGes de solugdo de
alginato de sodio (1,5%, 2,5% e 5%) na encapsulacédo de 6leo essencial de croton (mantendo a
razdo 1:1 de alginato: 6leo), os autores verificaram que o didmetro das particulas variou de
0,71 a 1,46 mm. Concluiram que o aumento da concentracdo de alginato influenciou
diretamente no diametro das particulas, que também aumentou, provavelmente devido a maior

viscosidade da solugdo polimérica.
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Wang et al. (2018) verificaram tamanho médio de aproximadamente 2,2 mm para
particulas Umidas de biomassa de bambu com 1% de alginato (p/v) e de 0,5 mm apds a
secagem das esferas, resultado similar ao encontrado no presente estudo.

Patel et al. (2017) reportaram que o tempo de gelificacdo é outro fator que interfere no
tamanho das particulas quando observaram que o aumento do tempo de endurecimento das
esferas de alginato acarretou a formacdo de particulas menores. Segundo os autores, este
comportamento se deve a diminuicdo da solubilidade do alginato durante o processo de
gelificacdo, devido & diferenca de solubilidade dos dois sais (alginato de Ca?*< alginato de
Na’), o que provoca sinerese, onde a agua se difunde das particulas para a solugdo cationica.
A diminuicdo da quantidade de 4gua nas particulas promove a diminui¢do do volume ocupado
nas esferas e consequentemente a obtencdo de particulas menores.

A uniformidade da distribuicdo do tamanho de particulas foi avaliada através do
parametro span, calculado como (Dgo— D10/Dsp), onde D1, Dsg € Dgg S&0 0s diametros em 10,
50 e 90% de volumes cumulativos, respectivamente. Para que a distribuicdo das particulas
seja considera homogénea, o valor de span deve ser inferior a 1 (ISMAIL et al., 2016). Desta
forma, a distribuicdo do tamanho das particulas de alginato e pectina foi homogénea,

apresentando valores de span menor que 1.

Tabela 6: Diametro médio (Ds), span e faixa de diametros das particulas imidas de alginato e pectina.

Amostra Diametro médio Span Faixas de diametros
Dso (mm) das particulas (mm)
Alginato 2,09 0,114 191a231
Pectina 2,93 0,126 2,65 a 3,26

A distribuicdo de tamanho das particulas secas de alginato e pectina contendo o

concentrado de licopeno encontra-se na Figura 23.
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Figura 23: Distribuicdo do tamanho das esferas de alginato e pectina com concentrado de licopeno.

As duas amostras analisadas apresentaram uma distribuicdo de tamanho unimodal e
didmetro médio Dsy de 918,1 um e 1244,0 um para alginato e pectina, respectivamente. O
tamanho das particulas de alginato variou de 296 a 2000 pm e das de pectina variou entre 124
e 2000 pum (Tabela 7).

A concentracdo de pectina utilizada pode ter acarretado a formagao de esferas maiores,
pois varios fatores influenciam o tamanho e a forma das particulas produzidas por gelificacdo
i0nica, como diametro da agulha, distdncia da agulha para solucdo gelificante, tempo de
endurecimento das particulas na solucdo catidnica, além da concentragdo e estrutura dos
polissacarideos (SMRDEL et al., 2008; RACOVITA et al., 2009).

Além disso, a literatura reporta alguns trabalhos em que as particulas formuladas com
alginato apresentaram um tamanho menor quando comparadas com as de pectina. Este
comportamento se deve a estrutura dos polissacarideos, sendo que o alginato forma uma
estrutura mais reticulada que promove um maior encolhimento da estrutura do gel do
polimero e diminuicdo do seu tamanho (SANDOVAL-CASTILLA et al., 2010; NAYAK et
al., 2013; CELIS, 2014).

Smrdel et al. (2008) observaram que o tempo mais prolongado de contato das esferas de
alginato de calcio com o banho gelificante diminuiu o diametro frontal das particulas de 1,91
para 1,33 mm, devido a uma maior reticulacdo das esferas de alginato de célcio.

Nayak et al. (2013) estudaram esferas secas de alginato carregadas com mucilagem
produzidas por gelificacdo ibnica utilizando uma agulha de calibre 21. Os autores observaram
que o aumento da incorporacdo de mucilagem e do polimero promoveu a formagdo de
particulas maiores, devido ao aumento da viscosidade da solucdo biopolimérica. O tamanho
médio das particulas variou de 0,80 a 1,47 mm.
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De acordo com os valores de span encontrados para as particulas secas de alginato e
pectina (Tabela 7), observou-se que as duas amostras nao diferiram significativamente entre si
e que apresentaram span menor que 1, indicando uma distribuicdo homogénea do tamanho
das particulas.

Hosseini et al. (2013) encontraram resultados similares aos do presente estudo quando
incorporaram diferentes concentracdes de dleo essencial em microcapsulas de alginato por
maltiplas emuls6es/gelificacdo idnica e verificaram homogeneidade na distribuicdo das
microcapsulas produzidas, com valores de span variando de 0,44 a 0,69.

Desta forma, o método de gelificacdo pode ser considerado uma técnica eficiente para a
producédo de esferas com aparéncia regular e tamanho uniforme (PASUKAMONSET et al.,
2016).

Comparando o tamanho das particulas imidas e secas, observou-se que a secagem das
esferas imidas promoveu o encolhimento das particulas devido a evaporagdo da agua, como

esperado.

Tabela 7: Diametro médio (Ds), span e faixa de didmetros das particulas secas de alginato e pectina.

Amostra Diametro médio Span Faixas de diametros
Dso (Um) P das particulas (um)
Alginato 918,1° 0,63° 296 a 2000
Pectina 1244,0° 0,81° 124 a 2000
Letras diferentes em uma mesma coluna representam que as amostras diferem significativamente entre si
(p=<0,05).

5.2.3 Morfologia das particulas

Na Figura 24 sdo apresentadas as imagens das esferas de alginato e pectina Umidas

contendo o concentrado de licopeno.
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Figura 24: Imagem das particulas Umidas de alginato e pectina.

Foto: Sidney Pacheco (Camera Nikon D7200/ lente Sigma 105mm F2.8 Ex. Macro).

As particulas de alginato apresentaram formatos mais esféricos do que as de pectina,
que apresentaram formas mais alongadas, conforme pode-se observar visualmente na
imagem.

Célis (2014), analisando esferas de alginato e pectina produzidas por gelificacdo ibnica,
também verificou formas mais alongadas para as particulas obtidas com pectina.

Além disso, os valores encontrados de circularidade para as particulas de alginato e
pectina foram de 0,86 e 0,73, respectivamente, confirmando o que foi observado visualmente,
ou seja, as particulas produzidas com alginato foram mais esféricas.

Smrdel et al. (2008) reportaram que a secagem das esferas apds a gefilicacdo idnica
pode afetar seu tamanho e formato. Os autores verificaram gque durante a secagem houve uma
diminuicdo significativa do tamanho das particulas de alginato e que algumas particulas
ficaram totalmente achatadas, outras com formato de elipse e algumas com forma esférica
regular. As esferas umidas apresentaram formato esferico, independentemente da variacdo dos
parametros de processos utilizados. No entanto, os autores avaliaram a esfericidade das
particulas Umidas e constataram que um tempo mais prolongado das particulas no banho
gelificante (de 1 para 30 minutos) melhorou significativamente sua circularidade.

A Figura 25 apresenta as imagens obtidas na analise de microscopia eletrénica de
varredura (MEV) das particulas secas de alginato e pectina contendo o concentrado de

licopeno.
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Figura 25: Imagens MEV das particulas secas de alginato (a) e pectina (b) com aumento de 80x.

As particulas, em geral, apresentaram formato esférico, porém foi possivel observar
algumas rachaduras e possivel porosidade nas esferas de alginato. As particulas produzidas
com os dois agentes encapsulantes apresentaram alta rugosidade, decorrente do processo de
secagem.

A secagem é um fator relevante na deformidade das esferas processadas por gelificacéo
ibnica, ja que durante a secagem as particulas perdem &gua, enfraquecendo a estrutura do gel
da matriz, que acarreta no encolhimento das esferas e colapsos em sua superficie (BELSCAK-
CVITANOVIC et al.,, 2016; NAYAK et al., 2013).

Nayak et al. (2013) estudando esferas de alginato secas, verificaram por microscopia
eletronica de varredura que as particulas apresentaram um formato irregular, mas sem
formacéo de aglomerados. As particulas também apresentaram superficie rugosa e rachaduras.

Carvalho (2017), em seu trabalho com particulas de alginato, observou resultados
semelhantes e, quando realizou recobrimento das particulas com quitosana, isolado proteico
de soro de leite ou gelatina, verificou que as esferas apresentaram superficies mais uniformes.
Desta forma, a utilizagdo de um material de parede como recobrimento é uma alternativa para
melhorar esta questdo, dando um maior suporte estrutural a particula e diminuindo possiveis
danos provocados pela secagem.

No entanto, é importante compreender a rugosidade da superficie das particulas antes de
desenvolver um passo adicional, além de considerar o que se deseja com a encapsula¢do do
composto e sua aplicacdo. Para caracterizar quantitativamente a rugosidade de uma superficie
pode-se realizar a microscopia de forca atdmica (GRAY et al., 2016).

A presenca de porosidade e colapsos em particulas de alginato e pectina também foram
reportadas por Hosseini et al. (2013) e Belscak-Cvitanovic et al. (2016).



64

5.2.4 Andlise termogravimétrica

A termogravimetria € um método utilizado para medir as mudancas na massa de uma
amostra em funcdo da temperatura e do tempo. Esta técnica € aplicada principalmente para
avaliar a estabilidade e decomposicéo térmica de um composto.

Os perfis de decomposicdo térmica das esferas Umidas e secas de alginato e pectina,
contendo o concentrado de licopeno, estdo apresentados na Figura 26. Os eventos térmicos
destas amostras com as respectivas temperaturas onset e maxima de decomposi¢do térmica

estdo contidos na Tabela 8.
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Figura 26: Termograma das esferas Umidas e secas de licopeno formuladas com alginato e pectina.

Tabela 8: Eventos térmicos da analise de TGA das esferas de licopeno formuladas com alginato e pectina.

Amostra Eventos Temperaturagnset (°C)  Temperaturamsx (°C)

Alginato umida 1° 58 95

Pectina Umida 1° 67 113

) 1° 199 209
Alginato seca*

20 299 322

) 1° 188 199
Pectina seca*

20 319 336

*Eventos térmicos desconsiderando a temperatura de perda de umidade da amostra.
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Observou-se uma maior estabilidade térmica para as amostras secas em relacdo as
amostras Umidas, como esperado. No caso das particulas produzidas com alginato, a amostra
Umida apresentou uma perda de massa progressiva com inicio em 58°C até 95°C, resultando
em uma perda de 92,12% de massa. Esse evento de perda de massa pode estar relacionado a
evaporacdo do elevado percentual de umidade contida nas esferas. O teor de cinzas desta
amostra no final da decomposigdo térmica foi de 2,62%.

Para a amostra seca de alginato, observou-se uma perda de massa progressiva ateé
aproximadamente 190°C, com perda de 13,7% de massa, que pode estar relacionada a
dessor¢do de umidade residual na amostra. Em seguida, o outro evento térmico de perda de
massa com Tonset €M 199°C, foi observado. O evento final de perda de massa ocorreu em Tmax
de 322°C. Os resultados observados estdo em concordancia com o observado na literatura. De
acordo com Paula et al. (2010), a decomposi¢cdo térmica de esferas de alginato de célcio
ocorre em trés etapas. O primeiro evento se refere a evaporacdo da &gua (85-132°C), o
segundo a formacdo de carbonato de sodio (209°C) e o terceiro devido a carbonizacdo das
cadeias poliméricas (297-576°C). Estes eventos possivelmente podem ter ocorrido com as
esferas de alginato do presente estudo.

Wang et al. (2018), analisando esferas de alginato de célcio, também verificaram que o
processo de decomposigdo iniciou em torno de 200°C devido a remocdo de agua ligada a
superficie, e continuou até 257°C. Os autores observaram a ocorréncia de perda de massa a
600°C, restando somente 23% de massa no final da decomposi¢éao (residuos carbonosos).

Quanto a decomposicdo térmica do licopeno, Pu e Tang (2017) verificaram somente
17% de massa residual no final da decomposicdo térmica (600°C). Além disso, atraves dos
resultados da andlise de calorimetria diferencial de varredura do licopeno, foi constatado um
pico endotérmico em 173°C referente ao seu ponto de fusdo e um pico exotérmico a 237°C
indicando sua decomposicdo térmica. Faisal et al. (2013) também reportaram um
comportamento semelhante para a decomposigdo térmica do licopeno, verificando um pico
endotérmico a 133°C, que poderia indicar um isdmero cis de licopeno.

Desta forma, os eventos térmicos que ocorreram nas esferas de alginato contendo
licopeno, também podem indicar decomposi¢do térmica deste carotenoide.

As esferas de pectina Umidas apresentaram um perfil de decomposicdo térmica
semelhante as de alginato. Observou-se uma perda progressiva de agua, que iniciou em 67°C
até 113°C, com uma perda de 96% de massa. Observou-se que a amostra se decomp0s
totalmente em aproximadamente 500°C.
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Com relacdo as esferas secas de pectina verificou-se uma perda bem menor de &gua
devido a secagem prévia das particulas, além da presenca de mais dois estdgios de
decomposicdo térmica. Observou-se a perda de massa progressiva até aproximadamente
180°C, referente a evaporacdo da &gua, foi de 11,7%. A maior perda de massa (36%) iniciou
em 188°C até 199°C que foi a temperatura de mé&xima degradacdo da amostra. O ultimo
evento ocorreu em 336°C promovendo 10,6% de perda de massa, resultando ao final da
decomposicdo térmica (697°C) 38% de massa. Residuo de massa aproximado ao encontrado
para as amostras de alginato secas.

Sousa et al. (2017) estudou a decomposicdo térmica de pectina comercial com baixo
grau de esterificacdo (36%) e comparou com a pectina extraida em meio acido contendo 41%
de metoxilas. Os autores observaram que a perda de massa ocorreu em trés estagios para as
duas amostras. O primeiro evento térmico foi referente a perda de massa de agua contida nas
amostras que ocorreu em torno de 60 e 70°C, o segundo evento iniciou em torno de 140°C
para pectina comercial e 176 até 375°C para extraida em meio &cido, indicando a perda dos
grupos acidos da cadeia lateral e carbonos do anel piranosidico. Nesta etapa os autores
identificaram a maior perda de massa, de 51% e 57%, respectivamente. A terceira etapa
aconteceu entre 401 e 664°C.

Assifaoui et al. (2013), analisando esferas de pectinato de célcio obtidas por gelificacdo
ibnica utilizando 4% (p/v) de pectina BTM amidada, observaram a ocorréncia de dois estagios
bruscos de perda de massa nos intervalos de 22-298°C e 300-463°C que, segundo 0s autores,
podem estar relacionados a uma descarboxilagdo priméaria e secundaria envolvendo o grupo
lateral &cido e um carbono do anel.

Os fendmenos observados por estes autores podem tem ocorrido com a estrutura das
esferas de pectina do presente estudo, em seu segundo e terceiro estagio de decomposicao
térmica.

Comparando as duas amostras umidas, verificou-se que as esferas de alginato tiveram
inicio de perda de massa em uma temperatura menor que as de pectina, 58°C e 67°C,
respectivamente. Comparando-se 0s dois tipos de esferas secas, observou-se que as particulas
de alginato foram mais estaveis termicamente do que as de pectina, uma vez que iniciaram
sua decomposigdo térmica em uma temperatura maior.

As informagBes fornecidas pela analise termogravimétrica sdo fundamentais no
momento da aplicacdo das particulas, pois permitem determinar qual a méaxima temperatura

de processamento a que podem ser submetidas.
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5.2.5 Resisténcia das particulas obtidas a diferentes temperaturas e pHs

A Figura 27 apresenta a concentracdo relativa de licopeno presente nas esferas imidas e
secas de alginato e pectina, quando expostas aos tratamentos térmicos de 65°C e 90°C.
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Figura 27: Resisténcia do licopeno nas particulas submetidas a diferentes temperaturas. Barras com legendas
iguais seguida de letras mindsculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia (p<0,05). Barras
com legendas diferentes referentes a cada tratamento seguida de letras maidsculas distintas diferem entre si
(p<0,05).

Para as particulas umidas e secas de alginato, bem como para as particulas secas de
pectina, observou-se que o teor de licopeno se manteve estavel apds os dois tratamentos
térmicos realizados.

No entanto, a amostra Umida de pectina apresentou um pequeno decréscimo do teor de
licopeno, de aproximadamente 8%, quando exposta ao tratamento de 90°C por 30 minutos.
Este decréscimo pode ter ocorrido devido a uma possivel degradacdo e/ou isomerizagdo do
licopeno, provocada pelo aquecimento ou até mesmo durante a extragdo do carotenoide para a
analise, alterando sua conformacdo de trans para cis e diminuindo a cor do pigmento, 0 que
afeta diretamente a leitura no espectrofotometro (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001;
XIANQUAN et al., 2005).

Estudos relatam que o aquecimento do licopeno a temperaturas acima de 100°C pode
provocar isomerizagdo (carotenoide passa da forma trans para cis) com posterior degradacao
do composto ou, dependendo da temperatura e do tempo de exposicédo utilizado, a degradacéo
pode ocorrer até mais rapidamente que a isomerizagdo (SHI et al., 2002; AX et al., 2003; SHI
et al., 2003).

Yetenayet e Hosahalli (2015) estudaram a resisténcia do licopeno do suco de melancia
submetido ao tratamento térmico a 70, 80 e 90°C e verificaram que a taxa de degradacdo do
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licopeno ndo foi tdo alta, no entanto, a perda foi mais pronunciada com o aumento da
temperatura. Os autores reportaram que pode ter ocorrido isomerizagdo da forma trans para
cis, j& que a degradacdo real do licopeno é mais elevada quando exposto a temperaturas
superiores a 100°C.

Cooperstone et al. (2016) estudando uma variedade de tomate rico em tetra-cis-
licopeno, verificaram um decréscimo significativo do contetdo de licopeno total e do isbmero
tetra-cis-licopeno, com o aumento do tempo de exposi¢do do molho de tomate (0-180 min) a
temperatura de 100°C. Apds 30 minutos, a concentracdo total de licopeno ja havia decrescido
aproximadamente 15%.

A Figura 28 apresenta a concentracdo relativa de licopeno presente nas esferas imidas e

secas de alginato e pectina expostas a diferentes pHs.
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Figura 28: Estabilidade do licopeno nas particulas submetidas a diferentes pHs. Barras com legendas iguais
seguida de letras mindsculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia (p<0,05). Barras com
legendas diferentes referentes a cada tratamento seguida de letras maitsculas distintas diferem entre si (p<0,05).

Apo6s todos os tratamentos realizados foi possivel observar que ndo houve perda
significativa do licopeno. Comparando-se os teores de licopeno de todas as amostras em cada
tratamento, também ndo se observou diferenca significativa entre as amostras.

Além do aquecimento, o pH baixo pode acarretar a isomerizagdo do carotenoide trans
em uma ou mais duplas liga¢6es. Desta forma, sabendo que a isomerizagdo é considerada uma
etapa degradativa, os polimeros utilizados para encapsulacdo apresentaram um resultado
satisfatorio na protecdo do licopeno frente as condicBes de estresse aplicadas (OLIVER e
PALOU, 2000).
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5.2.6 Estabilidade a estocagem

Os resultados da estabilidade do licopeno nas particulas imidas de alginato e pectina,
armazenadas a 7°C, estdo apresentados na Figura 29.
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Figura 29: Estabilidade do licopeno nas particulas Gmidas de alginato e pectina estocadas a 7°C. Barras com
legendas iguais seguida de letras mindsculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
Barras com legendas diferentes referentes a cada semana seguida de letras maitsculas distintas diferem entre si

(p<0,05).

As particulas de alginato apresentaram perda de licopeno significativa em todas as
semanas até 35 dias de armazenamento, sendo verificada uma perda de 61% do carotenoide.
Apos esse periodo, a concentracdo de licopeno se manteve constante por uma semana, com
uma pequena reducdo na sétima e oitava semana, sendo verificada uma retencdo de 29% de
licopeno em relacdo a concentragdo inicial, ao final da estocagem. Quanto as esferas de
pectina, foi observada uma queda constante do licopeno até 28 dias de estocagem, com uma
perda em torno de 56%. Apos este periodo, o licopeno apresentou novamente uma degradagédo
significativa nas trés dltimas semanas.

As particulas de alginato e pectina apresentaram um comportamento similar na reducéao
do licopeno até a sexta semana de estocagem, sendo observada uma queda do teor de licopeno
de aproximadamente 62% para as duas amostras ap0s 42 dias de armazenamento. Contudo,
verificou-se que houve uma maior retencdo do carotenoide nas esferas de alginato do que nas
de pectina nas duas ultimas semanas, j& que a retencdo do licopeno observada para estas
amostras em 49 e 56 dias diferiram significativamente entre si.

Além disso, ap0ds os dois meses de estocagem, observou-se visualmente uma diminuicao
pronunciada na intensidade da cor vermelha das esferas, que foi uma evidéncia da degradacéo
do licopeno nestas amostras. A instabilidade destas particulas durante a estocagem sob
refrigeracdo pode ser explicada pelo alto teor de umidade presente nas esferas, que é um dos
principais fatores que afetam a estabilidade do pigmento encapsulado, uma vez que esta
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diretamente relacionada as rea¢des quimicas de degradacdo. Otalora et al. (2016), estudando a
estabilidade de microcapsulas de betalaina encapsuladas com alginato de sédio, concluiram
que a atividade de agua foi o fator mais relevante na estabilidade das particulas.

Desta forma, a aplicacdo destas particulas umidas deve ser feita em um curto tempo
apos sua producdo, uma vez que ocorre uma rapida degradacdo do licopeno, mesmo quando
estocadas sob refrigeracéo.

A estabilidade do licopeno nas esferas secas de alginato e pectina, armazenadas em
quatro temperaturas diferentes (-10°C, 7°C, 25°C e 40°C), durante 56 dias, estdo apresentadas

nas figuras 30 e 31, respectivamente.
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Figura 30: Estabilidade do licopeno nas particulas secas de alginato estocadas a -10°C, 7°C, 25°C, 40°C. Barras
com legendas iguais seguida de letras mindsculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05). Barras com legendas diferentes referentes a cada semana seguida de letras maiUsculas distintas diferem
entre si (p<0,05).
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Figura 31: Estabilidade do licopeno nas particulas secas de pectina estocadas a -10°C, 7°C, 25°C, 40°C. Barras
com legendas iguais seguida de letras mintsculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia
(p<0,05). Barras com legendas diferentes referentes a cada semana seguida de letras maiGsculas distintas diferem
entre si (p<0,05).

A Tabela 9 apresenta a porcentagem da retencdo de licopeno das esferas secas de

alginato e pectina apds 56 dias de armazenamento.

Tabela 9: Retencdo de licopeno nas particulas apds 56 dias de armazenamento.

Amostra Temperatura (°C) Retencéo do licopeno (%)

-10 99,34 + 4,12°

_ 7 95,70 + 0,68%

Alginato seca d
25 84,61 0,17

40 92,23 + 0,18

-10 92,46 + 1,72

_ 7 89,48 + 0,55

Pectina seca
25 78,35 + 4,02°
40 89,05 * 3,39

Letras diferentes em uma mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

As esferas de alginato estocadas a -10°C e 7°C ndo apresentaram diferenca significativa
na concentracdo de licopeno ao longo da estocagem, mostrando que 0 armazenamento sob
estas condicdes foi satisfatorio para a preservacdo do carotenoide.

Com relagdo as esferas estocadas a 25°C foi possivel observar que o teor de licopeno

nas amostras se manteve constante durante praticamente seis semanas de armazenamento,
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mas apresentou uma degradagédo de aproximadamente 15% no final da estocagem em relacéo
a concentracdo inicial. Além disso, comparando-se a retencéo de licopeno entre as diferentes
amostras ao final da estocagem, notou-se que a retengdo do licopeno nas esferas de 25°C
diferiu significativamente das outras (Tabela 9).

A amostra armazenada a 40°C também apresentou uma boa estabilidade do licopeno ao
longo do armazenamento. A concentracdo de licopeno apresentada na quarta semana nao
diferiu da inicial, no entanto, ao final da estocagem houve uma queda de aproximadamente
8%.

Diante do exposto, as esferas de alginato secas apresentaram uma boa estabilidade
durante os dois meses de armazenamento nas quatro temperaturas estudadas, mostrando que a
encapsulacdo do concentrado de licopeno com o alginato de sodio, nas proporcdes utilizadas,
foi eficaz na protegédo do carotenoide.

As particulas secas de pectina, de forma geral, também apresentaram uma estabilidade
satisfatoria, embora tenham apresentado uma queda no teor de licopeno logo na primeira
semana de estocagem, em todas as temperaturas avaliadas.

As esferas congeladas e refrigeradas apresentaram comportamento similar quanto a
protecdo do licopeno. Na primeira semana, houve uma reducdo, de aproximadamente 8%,
para as duas amostras. No entanto, a concentracdo deste carotenoide se manteve estavel nas
esferas ap0s a primeira semana até término do armazenamento.

Em relacdo as particulas estocadas a 25°C, verificou-se que ndo houve diferenga
significativa na concentracdo de licopeno da primeira até a quarta semana, mas apds 0s 56
dias, observou-se uma reducgéo de aproximadamente 22% do teor de licopeno referente ao teor
inicial.

Com relacdo as particulas submetidas a 40°C, notou-se uma queda do licopeno de 10%
na primeira semana de armazenamento, contudo as concentracGes de licopeno verificadas da
segunda semana em diante ndo diferiram significativamente entre si, apresentando ao final da
estocagem uma perda de 7% (Tabela 9).

Comparando o teor de licopeno das quatro condi¢cbes de armazenamento em cada
semana, € importante ressaltar que ndo houve diferenca significativa entre as condi¢Ges até 42
dias. No entanto, apds os 56 dias de armazenamento a amostra estocada a 25°C diferiu
significativamente das demais condigdes.

Rocha (2009) realizou um estudo de estabilidade de microparticulas de licopeno
encapsuladas com gelatina e goma arabica por coacervacdo complexa seguida de secagem por
liofilizagdo. As amostras foram preparadas com diferentes concentracfes de recheio e
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estocadas por 73 dias a 10°C e 25°C. A retencdo do licopeno encapsulado no final do
armazenamento foi de aproximadamente 73-76% e 56-69% para as amostras estocadas a 10°C
e 25°C, respectivamente. Com os resultados obtidos, constatou-se que a temperatura de
armazenamento teve uma forte influéncia na retencdo do licopeno, uma vez que este & mais
facilmente oxidado em temperaturas mais elevadas. As microparticulas com maior
concentracdo de recheio obtiveram um melhor desempenho na estabilidade do licopeno.
Soukoulis et al. (2016) também verificaram que as taxas de degradacdo de S-caroteno
encapsuladoforam mais elevadas com o0 aumento da temperatura de armazenamento.

O alginato de sddio utilizado para gelificacdo idnica apresenta um padrdo de
distribuicdo em blocos G que pode variar sutilmente de acordo com a espécie da alga. Por
outro lado, para obtencdo da pectina BTM ¢ realizada uma desesterificacdo da pectina ATM,
para que ela obtenha capacidade de formar gel com calcio. Este procedimento promove uma
desestabilizacdo quimica em sua estrutura. Além disso, os métodos de amidacdo da pectina
resultam em uma distribuicdo bastante aleatoria de residuos de acido galacturénico livre ao
longo da cadeia do polimero. Para o alginato, os dimeros geralmente crescem em modo mais
sequenciado, enquanto que para pectina em um modo casual, devido aos padrdes de
distribuicdo em blocos e aleatorios, respectivamente (WINNING et al., 2007; FANG et al.,
2008).

Nesse sentido, apesar do 6timo resultado na protecdo do licopeno durante a estocagem,
para os dois materiais de parede, comparando as duas formulagdes, observou-se que as
particulas de alginato de sodio 2% (p/v), em menores proporcdes, foram mais eficazes na
protecdo do licopeno do que as de pectina 4% (p/v). Isso pode ser explicado devido as
caracteristicas estruturais da pectina, que pode provocar defeitos na formacdo de dimeros do
modelo “caixa de ovos”, que ocorre no processo de gelificagcdo ibnica, dificultando a
associacdo posterior dos dimeros laterais. Por outro lado, o alginato de sédio possui um
comportamento de associagdo ao célcio diferente, formado em trés etapas: mono-
complexacdo, dimerizagdo, seguida de uma associacdo dos dimeros laterais, sendo que este
Gltimo passo ndo ¢ observado para pectina (FANG et al., 2008).

Desta forma, a temperatura de armazenamento, o tipo de processo utilizado para
encapsulacdo, concentracdo de recheio, escolha do material de parede e as devidas proporcoes

utilizadas interferem na estabilidade do composto encapsulado durante o tempo de estocagem.
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5.3 Encapsulagdo por Spray Drying
5.3.1 Teor de umidade e retencdo de licopeno

A microencapsulagdo do extrato por spray drying apresentou rendimento de 33% para o
po6 produzido com MD e de 36% para MD + AM. Gomes (2009), ao microencapsular suco de
melancia microfiltrado por spray drying com maltodextrina e goma ardbica, obteve
rendimento similar ao do presente estudo, ao redor de 36%. Este comportamento se deve ao
conteido do p6 que fica retido na camara de secagem, dificultando a coleta total do produto
obtido.

A Tabela 10 apresenta a umidade, o teor de licopeno e a retencdo deste carotenoide nas

particulas obtidas por spray drying.

Tabela 10: Teor de solidos totais e licopeno presente nos pds obtidos por spray drying.

Analises MD MD + Capsul® (1:1)
Umidade (%) 1,11 +0,04° 1,14 +0,13°
Licopeno (ug/g) 1703,23 + 67,26° 1780,35 + 102,98
Retencéo do licopeno (%0) 87,5 + 1,89 91,4 + 5,282

Letras diferentes em uma mesma linha representam que as amostras diferem significativamente entre si (p<0,05).

O teor de umidade presente em frutas frescas, em geral acima de 80%, favorece a
deterioracdo do produto em um curto periodo de tempo. Em vista disso, a encapsulacdo por
secagem remove a agua impossibilitando o crescimento de microorganismos, além de reacfes
enzimaticas e ndo enzimaticas no material encapsulado (KARAM et al., 2016).

Os pobs contendo o concentrado de licopeno processados por spray drying com MD e
MD + Capsul® apresentaram teores de umidade de 1,11 e 1,14%, respectivamente, favoraveis
a estabilidade do produto, uma vez que a mobilidade das moléculas de 4gua pode provocar a
oxidacdo do licopeno devido a difusdo de oxigénio (ROSENBERG et al., 1985; SHISHIR e
CHEN, 2017).

Oberoi e Sogi (2015b) encontraram uma faixa de 2,24% - 5,46% de teor de umidade em
pos de melancia microencapsulados por spray drying, no qual o teor de umidade reduziu com
0 aumento da concentragdo de maltodextrina, que se deve ao aumento dos sélidos totais da
alimentacdo antes da secagem, reduzindo a quantidade de agua na evaporacdo. Este
comportamento também foi observado para as amostras secas por liofilizacdo. No entanto, o

po liofilizado apresentou maior umidade em comparagdo ao po seco por pulverizacdo, devido
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a secagem ter sido realizada através da sublimacdo. Concluiram que os p6s obtidos por spray
drying apresentaram um menor teor de umidade, baixa atividade da &gua, alto valor de
dissolucdo em comparacdo ao po liofilizado.

A retencdo de licopeno ap06s o processo de microencapsulacdo por spray drying foi de
87,5% para as particulas produzidas com MD e 91,4% para as produzidas com MD +
Capsul®.

Aburto et al. (1998) avaliaram a retencdo de Oleo essencial de laranja em
microparticulas obtidas por spray drying utilizando trés combinacGes de material de parede:
uma com Capsul®, goma arabica e MD, outra contendo goma arabica e MD e a terceira
formulacdo tendo somente Capsul® e MD. Os autores verificaram que as formulacdes
contendo o Capsul® apresentaram uma maior retencdo do 6leo, com melhores resultados pra
formulacdo de MD + Capsul®, entre 90 e 93%. Reportaram que este amido modificado tem a
capacidade de reter o encapsulado no interior da microcapsula, além de possuir propriedades
emulsificantes.

Shu et al. (2006) reportaram que varios fatores podem influenciar na eficiéncia de
encapsulacdo como a proporgdo do material de parede: recheio, temperatura de entrada do ar
no spray dryer e a combinagdo dos materiais. Os autores realizaram 21 processos de
microencapsulacdo de licopeno com gelatina e sacarose variando a proporcéo do material de
parede: recheio, relagdo entre a gelatina e agucar, pressdo de homogeneizacdo e temperatura
de entrada do ar. A eficiéncia de encapsulacdo variou de 12,1 a 82,2% e os autores
constataram que a eficiéncia diminuiu com o aumento da quantidade de recheio, com o
aumento da viscosidade da alimentagcdo e com aumento da temperatura de entrada do ar, pois
a alta temperatura do ar de entrada pode quebrar o equilibrio entre a taxa de evaporacao e a de
formac&o da particula, reduzindo a eficiéncia de encapsulacéo.

A concentragéo de licopeno inicial observada nos pds de MD e MD+AM foi de 1703,23
pg/g e 1780,35 pg/g, respectivamente. Verificou-se que ndo houve diferenga significativa
entre as amostras para concentragdo de licopeno encontrada. Estes resultados séo consistentes
com os de Oliveira et al. (2016), que encontraram 1077,07 pg/g para o concentrado de
licopeno encapsulado com amido modificado e 1410,40 pg/g para o encapsulado com

maltodextrina.
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5.3.2 Tamanho de particulas

A distribuicdo do tamanho das particulas produzidas com MD e MD + Capsul®,
contendo o concentrado de licopeno, esta apresentada na Figura 32.
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Figura 32: Distribuicdo do tamanho das particulas produzidas com MD e MD + Capsul®.

As duas amostras analisadas apresentaram uma distribuicdo multi-modal com a mesma
faixa de variagdo de didmetro de particulas de 0,972 a 592 um, no entanto, verificou-se que as
particulas contendo somente MD obtiveram diametro médio Dsy superior as formuladas pela
combinaco de MD + Capsul® (Tabela 11).

Tabela 11: Diametro médio (Dsp), span e faixa de diametros das particulas secas de alginato e pectina.

Amostra Diametro médio Span Faixas de diametros
Dso (Um) P das particulas (um)

MD 121,4° 2,3° 0,972 a 592

MD + Capsul® 57,3 4,7° 0,972 a 592

Letras diferentes em uma mesma coluna representam que as amostras diferem significativamente entre si
(p=<0,05).

Através do valor calculado de span, apresentado na Tabela 11, foi possivel constatar
que as formulagdes utilizadas ndo resultaram em uma distribuigdo de particulas homogénea. A
amostra contendo MD + Capsul® apresentou maior heterogeneidade quando comparada com a
produzida com MD, porém 50% das particulas obtidas com MD + Capsul® apresentaram

diametro inferior a 57,3 um, enquanto que 50% das particulas do MD ultrapassaram o
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tamanho de 121,4 um, indicando uma possivel aglomeracdo de particulas no secador, devido
a formacdo de pontes de hidrogénio (SHI et al., 2013). Vale ressaltar que as amostras também
podem ndo ter sido dispersas de forma uniforme durante a analise.

Oliveira (2015) reportou uma variacdo menor do didmetro de microcapsulas contendo
licopeno, de 0,4 a 300 um. As particulas foram encapsuladas com MD, AM Capsul® ou goma
ardbica na mesma proporcao de material de parede: solidos totais do presente estudo (1:2).

Rajabi et al. (2015) encapsularam extrato de acafrdo com diferentes combinagbes de
material de parede utilizando maltodextrina, goma arabica e gelatina. Os autores verificaram
que o aumento do teor de solidos totais resultou emparticulas com tamanho maiores. Isto pode
ser explicado pela viscosidade do contetdo alimentado, que aumentou com a concentragao de
solidos. Ranveer et al. (2015) constataram que a alteracdo na proporgdo dos agentes
encapsulantes sacarose:gelatina de 7:3 para 8:2 e 6:4 reduziu a eficiéncia de encapsulagéo,
formou particulas irregulares com grande distribuicdo de tamanho e acimulo de algumas
particulas sub-secas na parede do equipamento de secagem, devido ao aumento da

viscosidade das emulsdes alimentadas.

5.3.3 Morfologia das particulas

A Figura 33 apresenta as imagens da morfologia avaliadas através da microscopia
eletronica de varredura (MEV) dos p6s produzidos com MD e MD + Capsul®.

De modo geral, as particulas apresentaram formato esférico, como o esperado para este
tipo de encapsulacdo, porém observou-se alta rugosidade para as duas formulacGes. Além
disso, foi possivel visualizar a presenca de aglomeracdo de particulas menores aderidas em
outras maiores, 0 que pode justificar os altos valores de diametro médio observados. No
entanto, ndo se verificou a presenca de fissuras na estrutura das microparticulas, evidenciando
uma melhor protecdo da matriz encapsulada.

Resultados similares foram reportados por Caleff (2014) utilizando polpa da amora-
preta, por Rocha et al. (2012) que microencapsularam licopeno com AM, observando
superficie arredondada com formag&o de dentes ou concavidades, e por Rajabi et al. (2015)
que verificaram a formacdo de particulas arredondadas e constataram a forte influéncia do
tipo e da concentragdo dos materiais de paredes na morfologia das particulas.

As irregularidades aparentes na superficie das particulas podem ser justificadas pela
contracdo das particulas durante a secagem e resfriamento (THIES, 2001), pois as altas

temperaturas utilizadas na camara de secagem promovem uma rapida evaporagdo das
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goticulas, acarretando o aparecimento de rugas, dentes e depressdes na superficie do po,
quando resfriado (ROSENBERG et al., 1985).

NL D44 x30k  30um NL D44 x30k  30um

Figura 33: Imagens MEV do p6 contendo o concentrado de licopeno encapsulado com maltodextrina ou
maltodextrina + amido modificado Capsul®,com aumento de 3,0K.

5.3.4 Andlise Termogravimétrica

Os perfis de decomposicdo térmica das microparticulas de maltodextrina e
maltodextrina + amido modificado Capsul® contendo o concentrado de licopeno estdo
apresentados na Figura 34. Os eventos térmicos destas amostras com as respectivas
temperaturas onset e maxima de decomposicao térmica estdo contidos na Tabela 12.
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Figura 34: Termograma das microparticulas de licopeno formuladas MD e MD + AM Capsul®.



79

Tabela 12: Eventos de decomposicao térmica das microparticulas de licopeno formuladas MD e MD + Capsul®.

Amostra Eventos*  Temperaturaons: (°C) Temperaturamax (°C)
1° 155 169
MD 20 212 236
3° 293 322
o 1° 192 227
MD + Capsul
20 301 330

*Eventos térmicos desconsiderando a perda de massa da agua.

Com relagdo as microparticulas de MD, observou-se que em 67°C houve o inicio da
perda de massa de agua. A temperatura de degradacéo inicial desta amostra foi em 155°C e a
temperatura maxima de degradacdo ocorreu em 169°C. O segundo estagio de decomposicdo
térmica foi entre 212 e 236°C e a temperatura maxima de decomposi¢do térmica da amostra
ocorreu no Ultimo estagio, que iniciou em 293° até 322°C. Nestes trés estdgios de
decomposicdo, a amostra perdeu 62,3% de massa. O conteddo de cinzas no final da
decomposicdo térmica foi de 21,72%.

A amostra de MD + Capsul® apresentou perda de &gua inicial a 64°C, referente a
evaporacdo da dgua. A decomposicao térmica inicial das microparticulas ocorreu entre 192 e
227°C, onde a amostra apresentava inicialmente 95% de massa. O Gltimo estagio iniciou em
301°C com 69% de massa e a temperatura maxima de decomposicgdo térmica foi em 330°C. A
perda de massa referente a estes dois eventos foi de 64,9%. O teor de cinzas obtido foi de
22,76%.

Os dois tipos de particulas apresentaram um comportamento similar quanto a
decomposicdo térmica, com perdas de massa de &gua aproximadas em temperatura
semelhantes, mostrando que os teores de umidade calculados para estas amostras, que nao
diferiram significativamente, estdo em concordancia com os resultados verificados nos
termogramas. Além disso, apresentaram mais dois estdgios de decomposi¢do aproximados,
um em 236 e 227°C; e outro em 322 e 330°C (degradagdo maxima das amostras), para as
particulas produzidas com MD e MD + Capsul®, respectivamente.

As microparticulas formuladas pela combinagdo dos materiais de parede apresentaram
maior estabilidade térmica, ja que a decomposicao inicial da amostra ocorreu em uma Tonset

mais elevada do que as particulas formuladas somente com maltodextrina.
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Klein et al. (2015) verificaram uma perda de 5 a 12% de massa de agua da
maltodextrina na analise de TGA, e com a anélise de calorimetria diferencial de varredura
observaram um evento endotérmico, em aproximadamente 240°C, que indica uma possivel
degradacdo da maltodextrina. Os autores reportaram que este evento endotérmico pode
explicar o segundo evento térmico que ocorreu na TGA da maltodextrina, responsavel pelo
derretimento do carboidrato, que pode ter provocado colapso na estrutura.

Castro et al. (2016) avaliaram por TGA cinco tipos de maltodextrinas que diferiam em
seu grau de dextrose equivalente. Constataram que todas as MD apresentaram um
comportamento semelhante com trés estagios de decomposicdo, o primeiro referente a
desidratacdo do carboidrato, que ocorreu na faixa de 25 a 150°C, o segundo relacionado as
reacOes de decomposicdo, onde ocorreu a maior perda de massa e um terceiro, onde foi
completada a degradacdo das amostras. A maltodextrina 12 DE, a que mais se aproxima da
utilizada no presente trabalho, apresentou perda de 80 a 83% de massa do seu peso inicial ao
final da decomposicdo térmica. Os autores concluiram que o maior o grau de dextrose
equivalente na maltodextrina favorece sua estabilidade térmica. Os resultados encontrados
neste estudo se assemelham aos reportados no presente trabalho.

5.3.5 Estabilidade das microparticulas armazenadas a diferentes temperaturas

As Figuras 35 e 36 apresentam a estabilidade do licopeno nas microparticulas de MD e
MD + Capsul®, respectivamente, estocadas a -10°C, 7°C, 25°C, 40°C, durante 56 dias.

A Tabela 13 apresenta a porcentagem de retencdo do licopeno nas microparticulas
produzidas por spray drying ap6s 56 dias de armazenamento.
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Figura 35: Estabilidade do licopeno nas microparticulas de MD estocadas a -10°C, 7°C, 25°C, 40°C. Barras com
legendas iguais seguida de letras minusculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia (p<0,05).
Barras com legendas diferentes referentes a cada semana seguida de letras maitsculas distintas diferem entre si

(p=<0,05).
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Figura 36: Estabilidade do licopeno nas microparticulas de MD + Capsul® estocadas a -10°C, 7°C, 25°C, 40°C.
Barras com legendas iguais seguida de letras mindsculas distintas diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia (p<0,05). Barras com legendas diferentes referentes a cada semana seguida de letras maitsculas
distintas diferem entre si (p<0,05).
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Tabela 13: Retenc¢do de licopeno nas microparticulas obtidas por spray drying apds 56 dias de armazenamento.

Amostra Temperatura (°C) Retencéo do licopeno (%)
-10 60,71 +0,91°
7 23,02 + 1,07°
MD .
25 21,79 + 0,01
40 14,83 + 0,87
-10 80,18 + 0,59°
o 7 35,98 + 2,05°
MD + Capsul o
25 21,25 + 0,20
40 20,02 +0,79°

Letras diferentes em uma mesma coluna representam diferenca significativa (p<0,05).

As microparticulas de MD estocadas sob congelamento se mantiveram estaveis até a
terceira semana e apresentaram uma perda significativa de licopeno a partir da quarta semana
até o final da estocagem, com perda de 39,2% de licopeno. Ja as particulas de MD + Capsul®
estocadas a -10°C se mantiveram estaveis por um periodo maior, quatro semanas, sendo
observada uma perda de licopeno nas duas ultimas semanas, de 13,5 e 19,8%,
respectivamente. Desta forma, verificou-se que a formulagdo MD + Capsul® reteve
praticamente o dobro de licopeno ao final da estocagem.

As particulas de MD armazenadas a 7°C apresentaram degradacdo significativa do
licopeno a partir da segunda semana, de 28,8%, até a sexta onde houve uma perda de 76,4%
comparada ao teor inicial, e nos ultimos 15 dias a concentragdo remanescente de licopeno
permaneceu constante. A amostra de MD + Capsul® estocada a 7°C apresentou
comportamento similar de degradagdo, no entanto, as porcentagens de perda foram menores
do que as encontradas para MD. Observou-se uma perda de 18% na segunda semana e de
64% ao final do armazenamento.

Com relagdo ao armazenamento das amostras a 25°C, observou-se para a produzida com
MD uma reducdo de 45,2% apds 15 dias de armazenamento, seguida de perda mais
pronunciada de 70,7% em 21 dias de estocagem. No restante do armazenamento, a retencao se
manteve constante por uma semana e depois tornou a decair novamente. A amostra de MD +
Capsul® também apresentou uma degradaco significativa do licopeno a partir de 15 dias
(19,6%) até o final do armazenamento, resultando em uma degradacdo 78,7% de licopeno

retido.
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As particulas estocadas a 40°C foram as que apresentaram a maior degradacdo. No caso
da amostra de MD, verificou-se uma redugdo muito abrupta de licopeno (67,1%) em apenas
15 dias de estocagem, restando ao final da estocagem somente 14,8% de licopeno. Ja para a
amostra de MD + Capsul®, a degradacio ocorreu mais lentamente, no entanto, no final da
estocagem a porcentagem de licopeno remanescente foi de 20%.

Comparando-se as quatro condi¢cdes de armazenamento das particulas de MD em cada
semana, notou-se que o armazenamento sob congelamento foi mais eficiente na retengdo do
licopeno nas particulas. Ademais, nos tempos finais da estocagem pode-se observar que 0s
valores de retencdo encontrados para as condi¢Ges de 7°C e 25°C néo diferiram entre si, e que
0 armazenamento a 40°C acarretou uma maior degradagéo do carotenoide.

Com relagdo as amostras de MD + Capsul® o armazenamento sob congelamento
também foi o mais eficaz, como esperado, resultando em uma retencdo de 80% ao final da
estocagem. A 7°C, a retencdo foi consideravelmente menor, em torno de 36%. No final do
armazenamento o licopeno resultante nas amostras submetidas a 25°C e 40°C foi 0 mesmo
(20-21%), embora a perda do carotenoide tenha sido mais rapida nas estocadas a 40°C.

A adicdo de amido modificado Capsul® na formulacdo promoveu uma melhora na
estabilidade do licopeno presente nas particulas. Desta forma, a combinacdo da MD e Capsul®
pode ter ocasionado alguma interagdo sinérgica entre os materiais, formando uma matriz mais
estavel, que resultou na melhor protecdo do licopeno.

A relacdo entre estes dois agentes encapsulantes também foi reportada por Finotelli e
Rocha-Ledo (2005), quando verificaram que a combinacdo destes dois materiais (proporcéo
1:1) na encapsulacdo do &cido ascorbico por spray drying promoveu maior retencdo do
composto durante a estocagem.

Ranveer et al. (2015) estudaram a estabilidade de capsulas de licopeno oriundo de
residuo de tomate, produzidas por spray drying. As particulas foram produzidas utilizando
uma proporcdo de nucleo: material de parede de 1:4, a combinagdo de gelatina/sucralose
como agentes encapsulantes (7:3) e a temperatura de secagem de 180°C. Os autores testaram
diferentes condi¢cbes de armazenamento como auséncia ou presenca de oxigénio, luz e
diferentes temperaturas. Observaram que a amostra armazenada sob refrigeracdo apresentou
maior retencdo, 90,56%, do que qualquer outra amostra, enquanto a cdpsula armazenada em
temperatura ambiente apresentou retencdo de 75,6% ap0s 42 dias de armazenamento. Além
disso, constataram a influéncia negativa da presenca do oxigénio, luz e altas temperaturas na

degradacéo do licopeno ndo encapsulado comparado ao encapsulado.
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Rocha et al. (2012) estudaram a estabilidade do licopeno em particulas encapsuladas por
spray drying com Capsul®, armazenadas a 10°C e 25°C em embalagens seladas a vacuo por
75 dias. Observaram que o0 aumento da temperatura de estocagem resultou em uma perda mais
significativa do carotenoide. No entanto, a encapsulacdo do licopeno favoreceu sua
estabilidade, quando comparada ao licopeno livre estocado nas mesmas condi¢des. Além
disso, verificaram no final da estocagem uma retencdo de 78 a 82% e de 58 a 67% para as
particulas armazenadas a 10°C e 25 °C, respectivamente.

Os resultados da retencdo do licopeno nas particulas encontrados no presente estudo
foram bem menores, indicando que a presenca do oxigénio no interior das embalagens pode
ter acarretado oxidacdo do composto, acelerando sua degradacao.

Oliveira (2015) avaliou a estabilidade do licopeno encapsulado com MD 10 DE,
Capsul® ou goma arabica, na proporcdo de 1:2 (sdlidos totais do concentrado de
licopeno:material de parede). As trés amostras foram estocadas por 60 dias a 25°C. Notou-se
que em 22 dias o teor de licopeno caiu pela metade para todas as amostras, e no final da
estocagem a porcentagem de licopeno remanescente foi de 17 a 18%, mostrando que houve
uma répida degradacdo do composto armazenado nestas condigdes. Outros estudos com
encapsulamento do licopeno por este método, também constataram uma répida degradacdo do
carotenoide. Gomes et al. (2009) verificaram uma degradacdo em torno de 41% do licopeno
em 15 dias de estocagem a temperatura ambiente, quando encapsulado com a combinacéo de
goma arabica e maltodextrina. Shu et al. (2006) verificou uma reducdo de aproximadamente
15% de licopeno em microparticulas formuladas com gelatina e sacarose, e armazenadas em
sacos plasticos transparentes a 0°C.

Oberoi e Sogi (2015b) também verificaram perda significativa de licopeno durante a
secagem por spray drying, variando de 32,1 e 76,8%, por conta do aquecimento a alta
temperatura e exposicdo ao oxigénio. A diminuigdo do licopeno na secagem foi devido a uma
real degradacdo do licopeno, ao invés de uma conversdo progressiva da forma de licopeno all-
trans para cis.

Alguns fatores podem ter contribuido para a répida degradagcdo do licopeno nas
particulas, pois inumeros parametros podem afetar sua estabilidade. De acordo com 0s
cromatogramas do perfil de carotenoides das particulas, contidos no Anexo 1, verificou-se a
presenca de isdmeros cis de licopeno nos pds processados por spray drying, indicando que a
alta temperatura empregada pode ter ocasionado a isomerizacdo de uma parcela do contetdo
total de licopeno determinado nas amostras, deixando-o mais propenso a oxidacdo ao longo
da estocagem. Outro possivel fator pode estar relacionado & propor¢do de solidos totais:



85

material de parede utilizada, que pode nédo ter sido suficiente para proteger o licopeno nas
particulas frente as condi¢des de armazenamento aplicadas. Além disso, o pequeno tamanho
das particulas acarreta em uma grande area superficial de contato com o oxigénio presente no
interior da embalagem, o que também pode ter contribuido para a oxidagdo do licopeno.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo e dos reportados
na literatura, pode-se concluir que diversos fatores podem intervir na estabilidade do
composto encapsulado durante o armazenamento, como a escolha da técnica de encapsulacéo,
condi¢cdes de producgdo das particulas, materiais de parede e suas proporcdes utilizadas; a
relacdo nucleo: agente gelificante e as condicGes de estocagem.
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6 CONCLUSOES

O concentrado de licopeno apresentou alto teor desse carotenoide, elevada capacidade
antioxidante e baixo teor de agucares em relagdo ao suco in natura de melancia.

Os processos de gelificagdo ibnica e spray drying, utilizando diferentes agentes
encapsulantes, foram eficazes na encapsulacdo do concentrado de licopeno, com destaque
para as particulas obtidas por gelificacdo ibnica, que apresentaram maxima retencao (= 100%)
em relacdo as obtidas por spray drying (87 a 91%).

A secagem das particulas Umidas obtidas por gelificacdo i6nica e do concentrado de
licopeno por spray drying foi eficiente para obtencéo de produtos com baixo teor de umidade.
Os dois métodos produziram particulas de formato esférico, com superficies irregulares,
aglomeracdo e heterogeneidade no tamanho mais evidente para as particulas produzidas por
spray drying.

As esferas secas de alginato de calcio foram mais termicamente estaveis, seguidas das
particulas de maltodextrina/Capsul® obtidas por spray drying, j& que o inicio da
decomposicdo térmica ocorreu em temperaturas maiores para estas duas amostras.

A encapsulacdo por gelificacdo idnica com alginato e pectina foi eficaz na protecéo do
licopeno, tanto sob condicdes de estresse ambiental (temperatura e pH), como durante o
tempo de estocagem em quatro temperaturas.

As particulas de licopeno obtidas por spray drying foram menos estaveis durante a
estocagem nas condigOes estudadas e foi constatado que a temperatura influenciou
significativamente na estabilidade do pigmento.

As particulas secas de alginato de sddio 2% (p/v), em menores proporcdes, foram mais
eficientes na protecdo do carotenoide do que as de pectina 4% (p/v), podendo ser uma

alternativa promissora para industria de alimentos.
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7 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

- Avaliagdo da bioacessibilidade do licopeno nas particulas;

- Aplicacdo do concentrado encapsulado por gelificagdo i6nica e spray drying em
produtos alimenticios, com funcéo de corantes ou antioxidantes naturais;

- Avaliagdo da estabilidade microbiologica das particulas e do produto com a adi¢éo dos
encapsulados;

- Avaliacéo da estabilidade do licopeno nos produtos durante o armazenamento;

- Analise sensorial dos produtos formulados.
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Figura 37: Perfil de carotenoides do pé formulado com MD contendo o concentrado de licopeno obtido por
spray drying.
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