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Resumo

O B-caroteno corresponde a um pigmento natural que além de possuir amplo poder
corante, possui atividade antioxidante e pré-vitaminica, porém devido ao seu alto grau
de insaturagdes, esse carotendide & propenso a isomerizacdo e oxidagdo durante o
processamento e a estocagem, dificultando sua utilizacdo na industria de alimentos. A
microencapsulacdo pode amenizar essa situagdo, aumentando sua estabilidade e
tornando possivel sua incorporacdo em sistemas alimenticios sem a perda de suas
propriedades funcionais. O presente trabalho objetivou a producdo, caracterizacdo e a
verificacdo da estabilidade das capsulas formadas por liofilizacdo utilizando um novo
material de parede, o0 amido de pinh&o. Amido nativo, amido hidrolisado com dextrose
equivalente (DE) 6, amido hidrolisado DE 12 e a mistura destes com a gelatina foram
utilizados como agentes encapsulantes. Os primeiros testes realizados foram em relagéo
a modificacdo do amido via hidrélise 4cida através de um planejamento fatorial 22, onde
as variaveis independentes corresponderam a temperatura (30 a 44°C) e a concentracao
de 4cido (3 a 5 mol.L™) e a variavel de resposta correspondeu & dextrose equivalente
(DE). Neste estudo, verificou-se que sob maiores valores de temperatura e concentracao
de 4cido, maiores valores de DE foram encontrados. As capsulas foram caracterizadas
quanto a sua eficiéncia, contetdo superficial, morfologia, umidade, solubilidade,
tamanho de particula, temperatura de transicdo vitrea e isotermas de sor¢do. As mesmas
também foram avaliadas quanto a estabilidade, em relacdo ao [-caroteno livre, em
diferentes condi¢es: exposicdo a luz UV, e a 10 e 30°C. As diferentes formulacdes do
material encapsulante resultaram em diferentes retencdes de [-caroteno, sendo que a
formulacdo com amido DE 12 apresentou a melhor eficiéncia e a menor foi apresentada
pela formulacdo com amido nativo. As particulas produzidas por liofilizacdo mostraram
formas indefinidas e tamanhos variados, tipicos do método de encapsulacdo empregado.
Através da andlise do tamanho de particula, verificou-se que as formulacdes com
gelatina apresentaram um didmetro de particula médio superior as outras amostras. O
amido nativo e hidrolisado apresentaram temperaturas de transigéo vitrea (Tg) similares
resultando em microencapsulados com Ty também similares, porém maiores valores
foram obtidos quando a gelatina foi incorporada as formulacGes. Todas as amostras
apresentaram baixa solubilidade em &gua fria, e uma maior solubilidade em &gua
quente. As isotermas de sorcdo dos encapsulados preparados com amido DE 12, nas
temperaturas de 10°, 20° e 30°C apresentaram isoterma sigmoidal do tipo Il. Quanto aos
testes de estabilidade, a cinética de degradacéo do B-caroteno livre e encapsulado seguiu
0 modelo cinético de primeira ordem em todas as condi¢cdes analisadas. O amido
hidrolisado DE 12 foi considerado o melhor material de parede testado, visto que
diminuiu de forma consideravel a velocidade de degradacéo (k), até mesmo na presenca
da luz UV, onde o B-caroteno foi menos estavel. Os resultados encontrados neste estudo
demonstraram que o amido de pinhdo hidrolisado pode ser considerado um potencial
agente encapsulante a ser utilizado na industria de alimentos.

Palavras-chave: microencapsulacdo, [-caroteno, amido de pinhdo, liofilizag&o,
estabilidade.



Abstract

The B-carotene represents a natural pigment that besides having broad coloring power,
also presents antioxidant and provitamin activity. However, due to the high degree of
insaturations, this dye is propense to isomeration and oxidation during the processing
and storage, being difficult its use in food industry. Microencapsulation can improve
this situation, increasing its stability and rendering possible its incorporation into food
systems without loss of its functional properties. The purpose of this research was to
produce, characterize and investigate the stability of the microcapsules produced by
freeze drying, using a new wall material corresponding to pinh&o starch. The (3-caroteno
was microencapsulated using native pinhao starch, hydrolyzed pinhdo starch DE 6,
hydrolyzed pinhdo starch DE 12 and the mixture of both with gelatin, as coating
material. First tests were related to the modification of starch via acid hydrolysis using a
2% factorial central design, where the independent variables were temperature (from 30
to 44°C) and acid concentration (from 3 to 5 mol.L™) and the response variable
corresponded to dextrose equivalent (DE). In this study, it was observed that higher
temperatures and acid concentration, resulted in higher DE values. The capsules
efficiency, surface content, moisture, morphology, solubility, particle size, glass
transition temperature and sorption isotherms were analyzed. Also the stability of the
microencapsulates were evaluated and compared to synthetic free B-carotene at the
storage condition: exposure to UV light, and temperatures of 10 and 30 °C. Different
coating material formulations resulted in differents p-carotene retention, the formulation
with hydrolyzed starch 12 DE presented the highest total content of 3-carotene (>90 %)
and the lowest surface B-carotene while the lowest total content of (-carotene and the
highest surface of this compound was presented using native starch. All capsules
showed undefined shapes and varied sizes and these characteristics are related to the
process used for the preparation of microcapsules. By the particle size distribution
analysis, it was verified that encapsulates with gelatin presented an average particle
diameter higher than the others encapsulated. Both capsules prepared with native starch
and hydrolyzed starch presented similar glass transition temperature, while capsules
with gelatin showed higher T4 values (~90°C). All samples presented low cold water
solubility and the hot water solubility for all samples was higher than the cold water
solubility. The moisture sorption isotherms determined at 10°, 20° and 30°C of
hydrolyzed starch DE 12 showed isotherms kind Il. The kinetic of degradation of 3-
carotene in encapsulates followed the first-order model. UV light, the microcapsules
were less stable than the in the other conditions. The results indicated that the
hydrolyzed pinh&o starch is a potential encapsulating material.

Keywords: microencapsulation, 3-carotene, freeze-drying, pinh&o starch, stability
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Capitulo 1 - Introducéo

A estabilidade de compostos como corantes, aromas, vitaminas, e outros
ingredientes alimentares sensiveis representa uma das principais dificuldades
encontradas na area de alimentos. Para contornar esse tipo de problema, a técnica da
microencapsulacdo comecou a ser estudada e empregada, apresentando, hoje, um
importante papel na inddstria de alimentos. Essa técnica utiliza agentes encapsulantes
para revestir 0s compostos sensiveis, e pode ser empregada ndo s para proteger o
nacleo ou material encapsulado contra reacGes adversas, mas também para prevenir a
perda de compostos volateis, controlar a liberacdo de ingredientes e, até mesmo,

mascarar sabores indesejaveis.

A goma arabica corresponde a um material de parede bem conhecido ha muitos
anos, sendo considerada um agente encapsulante por exceléncia, por produzir emulsdes
estaveis com boas propriedades de retencdo, porém existem limitacGes associadas com o
uso dessa goma como o alto custo e a oferta limitada. A busca por substitutos totais ou
parciais para a goma arabica tem sido incentivada, surgindo assim estudos com outros
agentes como o amido, visto que ele € um material abundante e barato. Como o uso do
amido nativo acaba sendo restringido devido as suas limitagdes como baixa resisténcia
térmica, alta tendéncia a retrogradacdo, e formacdo de suspensdes com elevada
viscosidade, realiza-se a técnica de modificacdo que permite alterar propriedades

funcionais e assim adequar o amido aos fins desejados.

Os amidos modificados empregados como agentes encapsulantes correspondem
aos amidos hidrolisados por acidos ou enzimas, emulsificados através de ligacbes com
grupamentos lipofilicos e os oxidados pelo periodato de s6dio. No presente trabalho,

somente a modifica¢do via hidrdlise &cida foi utilizada, devido ao baixo custo associado
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a esta técnica, e aos produtos resultantes que sdo capazes de conferir ao encapsulado

boa protecédo contra oxidacéo.

Diferentes fontes de amido j& foram estudadas como agentes encapsulantes,
porém ndo existem trabalhos utilizando o amido de pinhdo com este propdsito. O
pinhdo € oriundo do Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia), que, hoje, esta em
risco de extingédo e encontra-se sob protecdo ambiental. O pinhdo também se destaca por
ser considerado uma fonte de amido devido a presenca de uma alta quantidade deste
componente (~34%). Estimular pesquisas relacionadas ao uso sustentavel da Araucaria,
além do consumo de sua semente, constitui-se em elemento fundamental a preservacgéo
da espécie, uma vez que a exploracdo deixaria de ser depredatoria, com o incremento do
plantio. além de ser considerado uma fonte de amido devido a presenca de uma alta
quantidade deste componente (~34%)

Outro aspecto importante corresponde a literatura a respeito do pinhdo, que é
escassa, Visto que existem, somente, alguns trabalhos reportando propriedades fisico-
quimicas e nutricionais do pinhdo e caracteristicas do seu amido. Alem da escolha do
material de parede, é preciso escolher a técnica microencapsulante e o material a ser
encapsulado. O processo de encapsulacdo pode ser realizado por vérias técnicas, dentre
elas a liofilizacdo, que corresponde a uma tecnologia de secagem baseada na
desidratacdo via sublimacdo do produto congelado. Cabe ressaltar que este método
ainda encontra-se pouco explorado, visto que a atomizacdo ganhou mais forca nos

ultimos anos devido ao seu tempo de processo e custo relativamente baixo.

Sera avaliado o amido de pinhdo como encapsulante do 3-caroteno. A escolha
desse material se deve as fortes restricbes impostas pelo mercado ao uso de corantes
sintéticos. Atualmente, existe uma crescente substituicdo desses corantes por pigmentos
naturais, no entanto, além de mais caros que os sintéticos, eles sdo muito instaveis
guimicamente. O interesse nos carotendides, ndo corresponde somente ao seu alto poder
corante, mas também a sua atividade pré-vitaminica A e agdo antioxidante, logo o B-
caroteno pode ser incorporado nos alimentos com o propoésito de pigmentar e melhorar
propriedades funcionais. Como esses pigmentos sdo muito suscetiveis a oxidagédo e
isomerizacdo, que resultam em perda de cor, a encapsulacdo é empregada com o
proposito de evitar essa degradagdo e, ainda possibilitar a dispersdo dos mesmos em

agua, facilitando sua aplicacdo em alimentos.
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2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi estudar uma nova aplicacdo do pinhdo na
indUstria de alimentos visando a utilizacdo do seu amido. Para tanto, foi avaliado o
potencial do amido nativo, amido modificado e mistura de ambos com a gelatina, como
agentes encapsulantes, utilizando [B-caroteno como nucleo (composto ativo a ser

encapsulado) e a liofilizacdo como técnica encapsulante.

2.2 Objetivos especificos

a) Extrair o amido do pinhdo e modific-lo através da hidrolise &cida sob diferentes
condicBes de hidrélise (tempo, temperatura e concentracdo de &cido) a fim de

obter amidos com graus de hidrélise diferenciados.
b) Utilizar a liofilizagdo como técnica de encapsulagéo.

c) Caracterizar as cépsulas produzidas com amido nativo, amido modificado e
gelatina quanto a eficiéncia, contetdo superficial, estrutura morfoldgica, tamanho

de particula, temperatura de transicao vitrea, solubilidade em &gua e umidade.

d) Determinar as isotermas de sor¢do das capsulas produzidas com o material que
apresentar melhores caracteristicas de retencdo como maior eficiéncia (contetdo

total) e menor conteddo superficial de -caroteno.
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e) Avaliar a termossensibilidade (10 e 30°C) e a fotossensibilidade (exposi¢éo a luz

UV) do B-caroteno encapsulado nos diferentes materiais de parede testados.
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Bibliografica

Neste capitulo sdo tratados assuntos de importancia para o entendimento do
presente trabalho, como principios e objetivos da microencapsulacdo, técnicas de
encapsulacdo, agentes encapsulantes, compostos que podem ser encapsulados, e outros
conceitos relevantes. Além disso, serdo apresentados fundamentos tedricos sobre o
material encapsulante que corresponde ao amido de pinhdo e a respeito do produto a ser

encapsulado, o (3-caroteno.

3.1 Microencapsulacéo

3.1.1 Historico

Em 1930, datam os primeiros registros de tentativas de utilizacdo de técnicas de
encapsulacdo, mas somente na década de 1950 surgiram os primeiros produtos com
material encapsulado. O processo de coacervagao, desenvolvido por Barret K. Green, do
National Cash Register Corporation (NCR), EUA, foi primeiramente aplicado no
desenvolvimento de cépsulas contendo um corante, que foram impregnadas em papel
para a substituicdo do papel carbono, revolucionando a industria de formularios. Esse
papel recebia uma fina camada de microcapsulas contendo um corante ndo ativado
(incolor), recoberta por outra camada contendo um reagente também incolor. A pressao

da ponta do lapis na superficie do papel rompia as microcapsulas, liberando o corante
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incolor que, em contato com o reagente, adquiria cor, produzindo em outra folha uma

copia idéntica ao que estava sendo escrito no primeiro papel (Ré, 1998).

Em 1960, os estudos de microencapsulacdo foram iniciados na area de alimentos
pelo Instituto de Pesquisas Southwest, nos Estados Unidos, com a microencapsulacao de
Oleos essenciais para prevenir a oxidacdo e perda de substancias volateis e controlar a
liberacdo do aroma. Além dos aromas, a aplicacdo dessa tecnologia estendeu-se a
incorporagdo de aditivos naturais e ingredientes que alteram a textura, melhoram a
qualidade nutricional, aumentam a vida de prateleira ou controlam propriedades de
alimentos processados como, por exemplo, corantes, acidulantes, conservantes,

vitaminas, minerais e outros (Ré, 1998).

Em 2002, mais de 1000 patentes envolveram processos de microencapsulacéo e
suas aplicacbes, sendo 300 dessas patentes associadas especificamente a

microencapsulacdo de ingredientes alimenticios (Gouin, 2004).

3.1.2 Principios e objetivos

A microencapsulacdo corresponde a tecnologia de empacotamento que, com
finas camadas poliméricas aplicaveis em soélidos, goticulas de liquido ou material
gasoso, formam particulas denominadas microcapsulas, que podem liberar seu contetdo
sob velocidade e condic¢des especificas (Sparks, 1981). O material encapsulado pode ser
referido como nucleo, fase interna ou recheio, enquanto que o encapsulante pode ser
chamado de concha, revestimento, material de parede ou membrana (Gharsallaoui et al.,
2007).

Alguns autores classificam as capsulas em dois grupos: 0 grupo que caracteriza
as verdadeiras microcapsulas, onde o nacleo € nitidamente concentrado na regido
central, circundado por um filme definido e continuo do material de parede, e o grupo
no qual o nucleo é uniformemente disperso em uma matriz, classificado como sistema
matricial (microesferas) (Azeredo, 2005). Por sua vez, Depypere (2003), defende a ideia
de que na verdadeira encapsulagdo, ndo ocorre a exposi¢do superficial do material de
recheio, 0 que acontece nas microesferas, sendo esta a principal diferenca entre
microcapsulas e microesferas. As microcapsulas podem ter ainda mais de um nucleo, ou
varias paredes para um mesmo nucleo (Constant, 2002). A Figura 1 apresenta alguns

dos principais modelos de microcapsulas. Em um trabalho mais recente, Vos et al.
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(2010) cita a diferenca entre a encapsulacdo e a técnica de imobilizacdo. Na
imobilizacdo o composto ativo é coberto, mas ndo necessariamente empacotado por
uma matriz, ocorrendo a exposicdo de material na superficie, o que ndo é desejado na

encapsulacao.

Quanto ao tamanho, as capsulas podem ser classificadas em 3 categorias: macro-

(>5000 pm), micro- (0,2-5000 pm) e nanocapsulas (<0,2 pum) (Nori, 1996).

c) d) e)

Figura 1. Modelos de microcapsulas. a) microcapsula simples; b) simples,
irregular; c) duas paredes; d) varios nicleos; e) agrupamento de microcapsulas.
Fonte: Constant (2002)

Conforme Shahidi e Han (1993), a inddstria de alimentos emprega a
microencapsulacdo por indmeras razdes: reduzir a reatividade do material de nucleo
com o ambiente; proteger contra condi¢cbes ambientais adversas; proteger contra
condicBes deletérias no trato intestinal; diminuir a velocidade de evaporacdo ou de
transferéncia do recheio (fase interna) para o meio; facilitar a manipulacdo do material
encapsulado; promover liberacdo controlada; mascarar sabor e odor desagradaveis e
promover a diluicio homogénea do material encapsulado em uma formulacédo

alimenticia.

3.1.3 Técnicas de encapsulacéo

Véarios métodos sdo empregados para encapsular, entre os quais destacam-se 0s
citados na Tabela 1, porém, a escolha do método de encapsulacdo para uma aplicagéo
especifica depende de uma série de fatores, como: tamanho de particulas requerido,
propriedades fisicas e quimicas do nucleo e da parede, aplicacdo do produto final,

mecanismos desejados de liberagéo, escala de producéo e custo (Jackson e Lee, 1991).
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Tabela 1. Métodos fisicos, quimicos e fisico-quimicos utilizados para encapsulacdo de compostos.

Classificacdo dos métodos Métodos de encapsulacéo

Extrusdo estacionaria

Bocal submerso

Extrusédo centrifuga

Bocal vibrante

Spray drying

Disco rotativo

Métodos fisicos Pan coating

Suspensao por ar

Spray chilling e spray cooling

Leito fluidizado

Co-cristalizagdo

Liofilizacéo

Polimerizagéo interfacial

Métodos quimicos Inclusdo molecular

Polimerizag&o in situ

Coacervacao simples

Coacervacéo complexa

Meétodos fisico-quimicos Lipossomas

Lipoesferas (solid lipid nanoparticles

e nanostructured lipid carriers)

Evaporagdo do solvente

Fonte: Shahidi e Han (1993), Desai e Park (2005) e Madene (2006).

A secagem por atomizacdo (spray drying) é uma técnica relativamente barata, e
a mais utilizada pela inddstria de alimentos para microencapsular compostos; as
variaveis deste processo correspondem as temperaturas do ar de entrada e saida do
secador, ao fluxo de ar ou do fluido de arraste, a distribuicdo de temperatura e umidade,

ao tempo de residéncia e a geometria da cAmara de secagem (Gibbs, 1999).

A técnica de liofilizagdo serd apresentada e discutida com mais detalhes, pois é a
técnica estudada neste trabalho e foi escolhida devido a disponibilidade de equipamento

e ao fato de ser uma técnica de microencapsulacdo pouco explorada na literatura.
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3.1.3.1 Liofilizac&o ou freeze drying

O processo de encapsulacdo pode ser realizado por meio da liofilizacdo de uma
suspensdo do material de ndcleo com um material de parede (Azeredo, 2005). A
liofilizacdo ou freeze-drying é um método de desidratacdo de materiais congelados pelo
processo de sublimacdo sob alto vacuo, ou seja, ocorre a retirada da agua do alimento
sem submeté-lo a altas temperaturas, comuns nos processos de desidratacdo (80-90 °C)
(Martins, 2000). Essa técnica pode ser utilizada para desidratar alimentos liquidos como
café e sucos, mas ela é especialmente empregada na secagem de alimentos sélidos de
alto valor como morango, camardo e cogumelo. Esses tipos de alimentos, além de terem
flavors e coloracdo delicados, possuem atributos como textura e aparéncia que nao sao
bem preservados por qualquer método de secagem. A liofilizacdo permite minimizar
mudancas que normalmente ocorrem durante a secagem, pois além de utilizar baixas
temperaturas, os alimentos quando congelados tém chances pequenas de romper ou

distorcer sua estrutura enquanto perdem sua umidade (Potter e Hotchklss, 1998).

As principais vantagens oferecidas por esse método sdo: manutencdo da forma
original, manutencdo do valor nutritivo, manutencdo das caracteristicas sensoriais e
reducdo de processos indesejaveis tais como desnaturagdo proteica, perda de compostos
volateis, formacdo de camadas duras e impermeaveis, migracdo de solidos sollveis para
a superficie durante a secagem e dificuldade de reidratagdo (Martins, 2000; Marques et
al., 2006). As desvantagens da liofilizacdo sdo os altos custos fixos e operacionais e 0

elevado tempo de processo (Marques et al., 2006).

A textura dos alimentos liofilizados € bem mantida, havendo pouco
encolhimento e nenhuma formacdo de crosta na superficie. A estrutura porosa aberta
(Figura 2) permite uma rapida e completa reidratacdo, porém ela é fragil e requer
protecdo contra danos mecéanicos (Fellows, 2006).

- ¢
Sélide seco %\“\\
YWy

\\M\\\

Gelo — o

Figura 2. Estrutura porosa de alimento liofilizado.
Fonte: Fellows (2006).
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O fundamento fisico para a liofilizacao é a coexisténcia dos trés estados da agua
(s6lido, liquido e gasoso) em determinadas condi¢des de pressao e temperatura. Assim,
em temperaturas de aproximadamente 0 °C e pressfes de 610 Pa, obtém-se o chamado
ponto triplo da agua (Figura 3), possibilitando sua passagem diretamente do estado
solido para o gasoso, sem passar pelo liquido, ou seja, por sublimacao (Martins, 2000;
Vieira e Ho, 2008).

Liguido

Pressdo

Salido
BI0EFa | - - - - 4~
+ Ponto triplo

oo Temperatura

Figura 3. Diagrama de fases da agua.
Fonte: Fellows (2006)

A liofilizacdo é completada por trés etapas: congelamento, secagem primaria e
secagem secundaria, conforme fluxograma apresentado na Figura 4 (Boss et al., 2004;
Chen e Wang, 2007).

- - = = - ~ s 7
Secagem | Secagem Produto ‘
kCDﬂgelamE”tD ""M primaria J_'%{ Secundaria J"'" Liofilizado |

Figura 4. Periodos da liofilizagdo
Fonte: Boss et al. (2004)

O congelamento é uma fase importante, ele deve ser rapido para que se formem
microcristais de gelo que ndo danifiguem a membrana celular da estrutura do alimento.
Quando o congelamento é lento, formam-se cristais grandes que rompem a membrana
celular, acarretando perda do liquido citoplasmatico e consequentemente, encolhimento
do alimento que fica com aspecto de murcho. No congelamento rapido, a estrutura do
alimento mantém-se intacta, conservando sua forma original e apos a hidratacdo

recompde-se normalmente (Fellows, 2006).
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A secagem primaria é a etapa onde o solvente é removido por sublimacéo sob
vacuo e adicdo de calor. Uma significativa quantidade de calor latente de sublimacéo é
também consumida quando as moléculas de 4gua sublimam e entram para a fase vapor.
Devido a isso, a temperatura do produto congelado é reduzida. Entdo, é necessario o
fornecimento de calor para o produto, que podera ser concedido por conducao,
conveccdo e/ou radiacdo (Boss et al., 2004). Nesta etapa o alimento pode ser
desidratado até um teor de cerca de 15 % (Boss et al., 2004; Fellows, 2006).

A secagem secundéria é para dessorver a camada de agua ou solvente que ndo
estava congelado (Chen e Wang, 2007; Boss et al., 2004; Fellows, 2006). A secagem
por meio da evaporacao (dessorcdo) da agua nao congelada ocorre até 2 % de umidade e
é obtida pela elevacdo da temperatura até uma temperatura préxima da temperatura
ambiente mantendo a pressao baixa (Boss et al., 2004).

Os liofilizadores consistem de uma camara a vacuo com bandejas para conter o
alimento, aquecedores para suprir o calor latente de sublimagdo, serpentinas de
refrigeracdo para condensar os vapores diretamente em gelo e bombas de vacuo para
remover vapores ndo condensaveis. Os métodos utilizados para suprir o calor para a
superficie do alimento podem ser via conducdo, radiacdo ou radiofrequéncia. Na pratica,
a mais baixa pressdo da camara economicamente viavel € de cerca de 13 Pa e a

temperatura do condensador € de cerca de -35 °C (Fellows, 2006).

Cabe ressaltar que as capsulas liofilizadas geralmente apresentam formatos
irregulares, diferente de outras técnicas de microencapsulacdo. As estruturas das
microcépsulas obtidas pelos principais métodos de encapsulacdo estdo apresentadas na
Figura 5, onde € possivel visualizar as diferencas entre elas. Percebe-se que as capsulas
preparadas por spray drying possuem formatos regulares, praticamente esféricos, por
sua vez a liofilizac&o, a coacervacao e a cocristalizacdo formam cépsulas com formatos
irregulares e indefinidos. Diferentes desses méetodos, onde o composto encapsulado esta
disperso na matriz encapsulante, a inclusdo molecular e os lipossomas séo técnicas onde
o material encapsulado fica protegido em uma cavidade ou regido hidrofébica e/ou

hidrofilica.
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Figura 5. llustragdo de microcapsulas de polifendis preparadas através de diferentes métodos.
Fonte: adaptado de Fang e Bhandari (2010).

3.1.4 Mecanismos de liberacéo

Conforme Gouin (2004), a encapsulacdo permite que o nucleo seja isolado do
ambiente externo até que a liberacdo seja desejada, ou seja, esta técnica permite a
liberacdo no local e no momento adequado. A liberacdo do material ativo (nucleo) das
microcépsulas pode ocorrer através da ruptura mecanica, pela acdo da temperatura, pela
acao do pH, pela solubilidade no meio, através da biodegradacdo, e também por difuséo
(Whorton, 1995).

A difusdo ocorre, principalmente, quando a parede da microcapsula estiver
integra, a taxa de liberacdo é governada pelas propriedades quimicas do nucleo e do
material encapsulante, assim como por algumas propriedades fisicas da parede, como
estrutura da matriz e dimensdes dos poros (Shahidi e Han, 1993). O estado fisico do

material de parede corresponde a outro fator de grande importancia, materiais no estado



Capitulo 3 - Fundamentos Teoricos e Revisdo Bibliogréafica

13

vitreo sdo geralmente bem mais impermeaveis que no estado elastomérico, logo a
liberacdo do nucleo ocorre quando a estrutura vitrea da matriz sofre transicdo para um
estado elastomérico, de maior mobilidade (Azeredo, 2005). A liberacdo ativada por
degradacdo ocorre quando enzimas como proteases e lipases degradam proteinas ou
lipidios, respectivamente. Quando o material de parede € uma cera ou gordura e ocorre a
ingestdo desta capsula, a liberacdo do ndcleo no organismo ocorre, geralmente, pela
degradacdo do material de parede pela acéo de lipases (Depypere, 2003).

O material da parede, quando colocado em meios sollveis, pode se dissolver
totalmente, liberando rapidamente o ndcleo ou comecar a se expandir, favorecendo a
liberacdo. A ativacdo pela agua é o mecanismo mais comum de liberacdo na industria de
alimentos, ja que a maioria dos encapsulantes sdo hidrossoltveis (Azeredo, 2005). O
composto ativo também pode ter sua liberagdo controlada através do pH de uma
solucdo, pois mudancas no pH, resultam em alteracdes na solubilidade do material de
parede em agua, permitindo a liberacdo do material ativo (Pothakamury e Barbosa-
Canovas, 1995).

Mudancgas na temperatura podem favorecer a liberacdo do ndcleo, visto que
materiais sensiveis a temperatura colapsam ou expandem quando uma temperatura
critica é atingida e outros materiais liberam o nucleo através da fusdo do material de
parede (que pode ser, por exemplo, um lipidio modificado ou uma cera) por aumento de

temperatura (Depypere, 2003).

Além dos mecanismos citados, pode ocorrer a ruptura das microcapsulas quando
uma pressao € aplicada a parede das mesmas, por exemplo, durante a mastigacdo, que
permite a liberacdo de compostos de sabor em gomas de mascar (Pothakamury e
Barbosa-Canovas, 1995).

3.1.5 Caracterizacdo das microcapsulas

Conforme Thies (1995), as principais propriedades das microcapsulas que
devem ser consideradas em sua caracterizacdo, e as principais técnicas utilizadas para
esse propodsito sdo: estrutura geral, externa e interna (microscopia éptica e eletronica);
estrutura fina (raio X e analise térmica); tamanho e distribuicdo do tamanho das
particulas (microscopia eletronica e analisador de tamanho de particulas); composicao

da casca e recheio (analise térmica, quimica, cromatografia e espectroscopia);
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comportamento de liberacdo (mudancas de massa, cromatografia e espectroscopia);
propriedades fisicas (compressdo estatica, resisténcia ao cisalhamento, mobilidade
eletroforética); comportamento em ambientes com diferentes umidades relativas
(isotermas de sorcao); comportamento de liberacdo in vitro e estabilidade dependente

das condic0es intrinsecas da capsula e das utilizadas para estocagem.

Para compreender melhor a importancia de algumas analises executadas no
presente trabalho, os itens abaixo visam explicar o que sdo as isotermas de sorcao e a
calorimetria diferencial de varredura (DSC).

3.1.5.1 Temperatura de transicao vitrea

A transicdo vitrea € a transi¢do de fases mais comum observada em alimentos,
que consiste em uma mudanca de fase de segunda ordem de um estado sélido-vitreo
para um estado semi-liquido gomoso. A transicdo vitrea em materiais amorfos ocorre
em uma faixa de temperatura, mas geralmente € associada a um unico valor — a

temperatura de transicdo vitrea (Roos, 1995).

Essa temperatura varia com a composi¢do dos alimentos, principalmente com a
concentracdo de agua. O conhecimento do comportamento da temperatura de transi¢do
vitrea em funcdo da umidade dos alimentos € essencial para a determinacdo das
melhores condi¢des de processamento e armazenagem dos alimentos (Roos, 1995). No
caso do amido, a temperatura de transicdo vitrea esta muito préxima da temperatura de
gelatinizagdo (Tg), sendo de dificil verificagdo (Zeleznack e Hoseney, 1987 apud
Mestres, 1996).

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) € a técnica mais usada para
detectar as transi¢fes térmicas de primeira (fusdo) e de segunda ordem (vitreas) em
diversos materiais e quando aplicada ao amido, fornece medidas quantitativas do fluxo
de calor associado a gelatinizacdo, onde a presenca dos picos endotérmicos é um
indicativo da fusdo da molécula (Cruz-Orea et al., 2002). No entanto, a medicdo de Tg
por DSC néo ¢é facil, pois a mudanca da capacidade calorifica ou o sinal no fluxo de
calor é normalmente mais fraco do que o de polimeros convencionais. Por exemplo, o

calor de fusdo do polipropileno é de cerca de 80 kcal g™, enquanto que a medida da

energia para a gelatinizacéo do amido é de apenas 0,95 cal g™ (Liu, 2006).
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A calorimetria diferencial de varredura (DSC) € a técnica na qual a diferenca da
entalpia entre a amostra e um material de referéncia é medida em fungdo da
temperatura, enquanto ambas (amostra e referéncia) sdo aquecidas de acordo com uma
programacdo controlada de temperatura. O registro € a curva DSC, onde a area dos
picos tem carater quantitativo de entalpia, visto que as medidas sdo obtidas em um

calorimetro, sem perda de energia para o ambiente (Wendlant, 1986).

As temperaturas obtidas por este método de analise em amidos sdo temperaturas
de inicio da gelatinizacéo - onset (T,), as de pico endotérmico ou de gelatinizagdo (Tg) e
as de conclusdao do fendbmeno de gelatinizacdo (T¢ ou T), assim como os dados
referentes a entalpia da reagdo (AHg). Na Figura 6 estdo ilustradas essas trés
temperaturas, a T, € a temperatura em que a linha tangencial do lado de uma
temperatura mais baixa do pico se cruza com a linha de base, T, é a temperatura na
ponta do pico, e Ty é a temperatura em que a linha tangencial do lado da temperatura
alta do pico se cruza com a linha de base. A entalpia de gelatinizacdo é expressa em
joules por quilograma de amido seco e corresponde a area sob o pico limitado pela linha

de base do grafico (Altay e Gunasekaram, 2006).
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Figura 6. llustragéo esquematica de uma curva DSC com as temperaturas de transicéo (T,, Tge Ty)
Fonte: Altay e Gunasekaram (2006).

3.1.5.2 Isotermas de sorcéo

As isotermas de sor¢do relacionam a quantidade de &gua de um alimento com
sua atividade de agua (ou umidade relativa da atmosfera que circunda o alimento) uma

vez alcancado o equilibrio a temperatura constante. Essas isotermas sdo consideradas
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uma ferramenta muito eficiente, pois podem ser utilizadas para predizer mudangas na
estabilidade dos alimentos, determinar métodos de estocagem, selecionar embalagens e
otimizar equipamentos de secagem (Stencl, 2004). O processo de sor¢do ndo é
completamente reversivel, 0 que causa uma diferenca entre as isotermas de adsorcéo e
dessorcdo. A diferenca existente entre os caminhos € conhecida como histerese, ela é
importante na determinacdo da protecdo necessaria contra o0 ganho de umidade
(Ordonez, 2005; Fellows, 2006; Fennema, 2000).

H& diversos métodos utilizados para determinar a atividade de agua, que s&o
classificados em métodos diretos e indiretos. Os métodos indiretos quantificam algum
outro parametro, como condutividade elétrica, resisténcia ou capacitancia de um
material sensivel, ponto de orvalho, elasticidade de uma fibra proteica quando hidratada
entre outros (Troller, 1983). Para construgdo das isotermas de sor¢cdo em produtos
agricolas, os métodos utilizados podem ser classificados em: (a) método gravimétrico,
onde, o material é colocado em equilibrio com ar a uma determinada temperatura e
umidade relativa e, entdo, o teor de umidade do material é medida e, (b) aqueles em que
ar é colocado em equilibrio com o material a uma determinada temperatura e a umidade
relativa do ar € medida. Conforme (Speiss e Wolf, 1987) o método gravimétrico foi

recomendado como padréo, apesar do outro método ser mais rapido.

Dependendo da natureza do alimento, cinco tipos de isotermas podem ocorrer,
conforme descrito a seguir. Estes cinco tipos foram descritos em 1938 por Braunauer,
Emmet e Teller (BET) (Figura 7) conforme Mathlouthi e Rogé (2003).

Tipo | - é conhecido como isotermas de Langmuir e é obtido pela adsorcdo de gas na
camada monomolecular em sélidos porosos.

Tipo Il - é a isoterma sigmoide, obtida por produtos sollveis e é representada por uma
curva assintatica.

Tipo Il - isoterma de Flory-Huggins, ocorre pela adsorcdo de um solvente ou
substancias como glicerol, abaixo da temperatura de transigéo vitrea.

Tipo IV - descreve a adsorcdo gerada por um sélido hidrofilico até méxima hidratacéo
dos sitios de adsorcéo.

Tipo V - isoterma de adsor¢do multicamada de BET, observada pela adsorcéo de vapor
de &gua, relacionada aos Tipos Il e Il1.

As isotermas mais comumente encontradas em alimentos correspondem ao Tipo

I1, entre os trabalhos realizados podem ser citados a determinacao de isotermas de frutas
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(Hossain et al., 2001, Kaymak-Ertekin e Gedik, 2004), soja (Aviara et al., 2004) cha
(Arslan e Togrul, 2005), amidos (Al-Muhtaseb et al., 2004, Peng et al., 2007, Yanniotis
e Blahovec, 2009), carne (Trujillo et al., 2003), pinh&o (Cladera-Oliveira et al., 2008)
entre outros.

Hiumidade em
baze seca),

any

Figura 7. Representacéo dos cinco tipos de isotermas de sorc¢éo para alimentos descritos por BET
Fonte: Mathlouthi e Rogé (2003)

EquacOes teoricas, semi-empiricas e empiricas sdo propostas para estimar as
condicdes de equilibrio de materiais bioldgicos. A Tabela 2 apresenta os modelos de
sorcao considerados neste trabalho. Outros autores também utilizaram essas equacgdes
para predizer os modelos de isotermas de sor¢cdo do amido nativo do pinhdo( Thys,

2009), do pinhao cru e cozido e da farinha dessa semente (Cladera-Olivera, 2008).

Tabela 2. Modelos de isotermas de sor¢do utilizados para ajuste dos dados experimentais.

Nome da equacao Equacao

BET (Brunauer et al., 1938) aw __1 _(C-Daw
l-aw).X XmC Xm.C

GAB (Van den Berg, 1985) X = Xm.C.K.aw
(1- K.aw)(1- K.aw+ C.K.aw)
Oswin (Lomauro et al., 1985) X — A.( aw jB
l1-aw

Chung-Pfost (Chung & Pfost, 1967) In(aw) = —Aexp(—B.X)

Henderson (Henderson, 1952) (1—aw) = exp(—A X ®)

Smith (Smith, 1947) X — A+ (Blog(L aw)

Peleg (Peleg, 1993) X =k .aw™ +k,.aw"™

Chirife (Castillo et al., 2003) X =exp[A+ B.In(C —In aw)]

X, umidade de equilibrio (g &gua.g de sélidos secos ™), aw atividade de &gua, X, (umidade de
monocamada) e A, B, C, K, n sdo constantes das equacdes.



Capitulo 3 - Fundamentos Teoricos e Revisdo Bibliogréafica

18

3.2 Material formador de parede

A qualidade da microencapsulacdo estd intimamente ligada a escolha do agente
encapsulante e tal escolha depende de uma série de fatores (Cardello e Celestino, 1996).
O material ideal deve ter baixa viscosidade em concentracdes elevadas; ser de facil
manipulagdo durante 0 processo; ter baixa higroscopicidade, para facilitar a
manipulagdo e evitar aglomeracdo; ter habilidade para dispersar ou emulsificar e
estabilizar o ingrediente ativo; ndo deve ser reativo com o material a ser encapsulado;
deve ainda ter habilidade de selar e segurar o material ativo dentro da estrutura da
capsula; ser capaz de liberar completamente o solvente ou outros materiais utilizados
durante o processo de encapsulacdo; proporcionar méaxima protecdo ao material ativo
contra condicBes adversas como luz, pH, oxigénio e ingredientes reativos; ter
solubilidade em solventes comumente utilizados; possuir as propriedades desejadas de
liberacdo do material ativo; ndo possuir sabor desagradavel, no caso de consumo oral e
ter baixo custo (Shahidi e Han, 1993).

Como a maioria dos materiais de cobertura ndo possui a0 mesmo tempo todas as
propriedades listadas, na préatica eles podem ser utilizados em combinacdo com outro
material de cobertura e/ou modificadores, como sequestrantes de oxigénio,

antioxidantes, agentes quelantes e surfactantes (Shahidi e Han, 1993).

Varios materiais podem ser utilizados como agentes encapsulantes, dentre eles:
goma ardbica, &gar, alginato e carragena; os carboidratos como amidos, amidos
modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses carboximetilcelulose, acetilcelulose,
nitrocelulose; os lipidios parafina, mono e diacilglicerdis, 6leos e gorduras; 0s materiais
inorganicos sulfato de calcio e silicatos; as proteinas do glaten, caseina, gelatina e

albumina (Jackson e Lee, 1991).

Os amidos estdo sendo amplamente estudados como potenciais materiais de
parede devido ao seu preco relativamente baixo e sua facil aquisi¢do. Os proximos itens
referem-se as caracteristicas do amido e da fonte de amido utilizada neste trabalho — o

pinhéo, e sobre amidos modificados.
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3.2.1  Amido: estrutura e composi¢ao

Os granulos de amido sdo compostos por dois tipos de polimeros, a amilose € a
amilopectina, ambos formados por unidades de D-glicose e que representam de 98 a 99
% do seu peso seco, sendo que a relacdo dos dois polissacarideos varia de acordo com a
origem boténica do amido (Tester et al., 2004). Além desses polimeros, 0 amido pode
conter baixos teores de outras substancias, que interferem em suas propriedades fisico-
quimicas. Entre esses compostos de constituicdo citam-se 0s nitrogenados, lipidios e 0s
minerais, como o fosforo (Cereda, 2001; Bobbio & Bobbio, 2003; Ordonez, 2005).

A amilose € uma molécula essencialmente linear composta por unidades de
D-glicose através de ligacGes alfa (1—4) com pequeno numero de ramificagdes. Por sua
vez, a amilopectina é altamente ramificada e composta por unidades de D-glicose
unidas através de ligacdes alfa (1—4) e alfa (1—6) (5 a 6%) nos pontos de ramificacdo
(Cereda 2001). As estruturas quimicas da amilose e amilopectina podem ser

visualizadas na Figura 8.

b)

Figura 8. Estruturas quimicas da amilose (a) e amilopectina (b).
Fonte: Tester et al. (2004).

A distribuicdo da massa molar da amilose é variavel com as fontes botanicas e
também com a forma de extracdo, podendo conter de 200 a 2000 unidades de glicose

(Buléon, 1998). A amilopectina corresponde ao maior componente macromolecular do
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amido e € responsavel pela arquitetura dos granulos, sendo composta por,
aproximadamente, 6 a 35 residuos a-D-glicosil conectados por ligacbes alfa (1—4)
(Bertoft, 2007).

Cada granulo de amido possui um centro original de crescimento, denominado
hilo, onde camadas sucessivas de amido com diferentes graus de hidratacdo sdo
depositadas na forma de amilose ou amilopectina, determinando se a camada é amorfa

ou cristalina (Fennema, 2000).

O granulo do amido apresenta uma estrutura cristalina verificada pela presenca
de uma "cruz de malta” quando é observado com luz polarizada. O granulo nativo tem
cristalinidade variando de 15 a 45%, indicando que este tipo de arranjo nédo é o principal
modo de organizacao dos biopolimeros no granulo. Em decorréncia, o granulo apresenta

entdo algumas zonas de estruturas rigidas e outras amorfas (Zobel, 1988).

Os granulos sdo compostos de sucessivas camadas de biopolimeros que se
organizam de modo cristalino (organizado) e intermediando-as com camadas de
organizacdo amorfa (French, 1984). Estudos de raios-X identificam padrdes de
organizacdo dos tipos A (monoclinico), B (hexagonal), C (misto) e ainda uma
configuragdo que foi denominada de V. O tipo A é caracteristico de amido de cereais, 0
padrdo B de amido de tubérculos. O padrdo C é uma mistura de A e B que é
caracteristico de amido de leguminosas (Gallant et al., 1997). Algumas tuberosas
podem ser classificadas como sendo do tipo A, como a mandioca, a batata doce e a
mandioquinha salsa (Gallant et al., 1992).

Alem da composicéo, a origem botanica reflete as caracteristicas microscopicas
do grénulo como variagdes no tamanho (1-100 um de didmetro), forma (esférica,
lenticular, poligonal), distribuicdo da forma (uni ou bi-modal) e tipo de associacdo
(individual ou composta) (Cereda 2001).

O amido do pinhdo foi caracterizado por diferentes autores (Bello-Pérez et al.
2006; Stahl et al. 2007; Thys, 2009); quanto ao conteddo de amilose, resultados
similares foram encontrados, Thys (2009) encontrou um valor de 26,3 £ 0,7 %, Bello-
Pérez et al. (2006) 25,0 £ 0,6 % e Stahl et al.(2007) 23,54 + 1,74 %. Para estes mesmos
autores o teor de cinzas encontrado variou de 0,32 a 0,40% e o teor de fibras diferiu um

pouco, variando de 0,39 a 0,86%. Os granulos do amido de pinhdo apresentam estrutura
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do tipo C e formas predominantemente ovais com tamanhos de 7-25 um (Bello-Pérez et
al. 2006; Thys et al., 2008).

3.2.2  Propriedades do amido

Os granulos de amido nativo sdo insoltveis em agua fria, mas podem absorver
agua de modo reversivel, ou seja, retornam ao seu estado original quando secos. O
aquecimento do amido em excesso de agua, promove um intumescimento do granulo e
aumento de sua solubilidade. Esse poder de intumescimento e solubilidade provém da
magnitude da interacdo entre as cadeias de amido dentro dos dominios amorfos e
cristalinos. A extensdo desta interacéo € influenciada pela razdo amilose/amilopectina e
pelas caracteristicas da amilose e amilopectina em termos de massa molar, distribuicéo,

grau e comprimento da ramificacdo e conformacdo (Swinkels, 1985).

Além do intumescimento granular, pode ocorrer a gelatinizacdo em uma faixa
de temperatura caracteristica de cada fonte de amido. A gelatinizacdo esta associada ao
colapso da ordem das moléculas dentro dos granulos de amido com mudancas de
propriedades concomitantes e irreversiveis, como aumento do tamanho granular, fusdo
de cristais, perda de birrefringéncia, desenvolvimento de viscosidade e solubilizacdo do
amido (Fellows, 2006).

A gelatinizacdo pode ser caracterizada por uma endoterma obtida através de
calorimetria diferencial de varredura (DSC), pela perda de birrefrigéncia, observada
usando-se microscopia de luz polarizada (perda da cruz de malta) e pelo
desaparecimento da cristalinidade evidenciada pela difracdo de raios-X (Garcia et al.,
1997). A regido amorfa do granulo de amido hidrata-se inicialmente, pois é mais habil
ao tratamento térmico que a regido cristalina e como a gelatinizagdo se propaga por toda
a regido do granulo, a consequéncia € a desestruturacdo da regido cristalina,
favorecendo a desorganizacdo do granulo, solubilizando-o. O grau de hidratacdo esta
relacionado com o poder de inchamento do granulo de amido, influenciado pela
associacdo molecular e pela composicdo quimica, sendo maior em féculas que nos
amidos de cereais e muito mais baixa nos amidos com elevados teores de amilose A
gelatinizacdo ocorre principalmente na regido amorfa do granulo (no hilo) e segue
rapidamente para a periferia (Billiaderis, 1980). Na temperatura de gelatinizagéo, as

pontes de hidrogénio entre as cadeias de amilose e amilopectina tornam-se mais fracas e



Capitulo 3 - Fundamentos Teoricos e Revisdo Bibliogréafica

22

sdo rompidas, promovendo reducdo da cristalinidade pela destruicdo da regido
cristalina, o que possibilita a entrada de &gua e faz com que o granulo rompa-se e perca
birrefringéncia (isto é, ndo se visualiza mais a cruz de malta sob luz polarizada) (Lobo e
Silva, 2003).

O fenbmeno seguinte a gelatinizacdo denomina-se empastamento, envolve
inchamento granular, separacdo dos componentes granulares moleculares e,
eventualmente, total rompimento dos granulos. Nesta etapa hd um aumento na
viscosidade da solucdo, ocorrendo a formacgdo da pasta, constituida de uma fase
continua de amilose solubilizada e/ou moléculas de amilopectina, e uma fase
descontinua de granulos remanescentes (Fennema, 2000). A temperatura na qual a
viscosidade comega a aumentar ¢ chamada “temperatura de pasta”, parametro que pode
ser obtido através de amilogramas provenientes de analises de viscosidade obtidas por

viscoamilégrafos (Marcon, 2007).

Outro fendmeno que ocorre em amidos é a retrogradagdo, que inicia quando as
moléculas de amido comecam a se reassociar em uma estrutura mais ordenada (dupla
hélice), tornando-se menos solveis. Em condi¢cfes favoraveis, esta estrutura ordenada
pode se desenvolver na forma cristalina, formando particulas de maior tamanho que, por
essa razdo, podem precipitar (Atwell, 1998). Conforme Ferrero (1994) a retrogradacéo
acontece quando o amido, em excesso de agua, € aquecido acima da temperatura de
gelatinizacdo, promovendo o intumescimento irreversivel. Sob resfriamento, esta
suspensdo forma um gel elastico metaestavel que durante o armazenamento sofre
mudancas estruturais. Este processo é acompanhado por um aumento gradual na rigidez
e separacdo de fases entre polimero e solvente, ou seja, ocorre a saida da agua ligada as

cadeias de amilose, fendmeno denominado sinerese (Lobo e Silva, 2003).

3.2.3 O pinhao como fonte de amido

Antigamente, o Pinheiro do Paranad (Araucaria angustifolia, Figura 9) estava
distribuido no Sul do Brasil em florestas nativas, que representavam cerca de 5-8% da
area original (Wosiacki e Cereda, 1985). Atualmente, sua area remanescente esta
reduzida para cerca de 1%, comparativamente aos 200 000 km? de &rea original
estimada (Embrapa, 2003).
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Figura 9. Fotografia do Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia)
Fonte: Instituto de Pesquisa em Espécies Florestais (2003)

A despeito de ocupar extensas areas, a sua exploracéo indiscriminada (extracdo
irracional para fins comerciais ou desmatamento) colocou-a na lista oficial das espécies
da flora brasileira ameagadas de extingdo, encontrando-se, hoje, sob protecdo ambiental
(Brasil, 1992). Alem das areas sul e sudeste do Brasil, esta conifera ainda pode ser

encontrada na Argentina, Paraguai e Chile (Cordenunsi et al., 2004).

Conforme Koch e Corréa (2002) esta espécie esta inserida no dominio da Mata
Atlantica, sendo nomeada Floresta Ombrofila pelo encontro das floras temperada
austro-brasileira e tropical afro-brasileira, a mesma também é conhecida como floresta
de pinheiros, pinhais ou mata de araucéria. Cabe destacar que o desenvolvimento deste
pinheiro ocorre, geralmente, nas terras altas dos planaltos e serras, em altitudes elevadas

e em climas com temperaturas moderadas durante o ano.

A Araucaria angustifolia € uma espécie de grande porte, visto que sua altura
pode variar de 10 a 35 m e o didmetro a altura do peito (diametro do tronco a 1,3 m de
altura) de 0,5 a 1,2 m. Suas folhas sdo duras, pontiagudas e perenes; o fuste desta
conifera apresenta-se cOnico a quase cilindrico em formacGes campestres, com

ramificagdes pseudoverticilares (Carvalho, 2004).

O fruto do Pinheiro do Parana é conhecido como pinha e sua semente como
pinhdo (Figura 10). A pinha ocorre, comumente, em ramos primarios e secundarios do
pinheiro, porém, nos ramos primarios, as pinhas sdo maiores, sendo que o nimero

médio de pinhdes é de 11 a 60; as pinhas produzidas nos ramos secundarios sdo
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menores, mais arredondadas e com menor numero de pinhdes (4 a 40 por pinha)
(Anselmini, 2005). Os pinhdes apresentam casca de cor marrom avermelhada e polpa
que corresponde a parte comestivel muito dura quando crua, necessitando de um

processo de abrandamento da textura para permitir o consumo (Koch e Corréa, 2002).

Figura 10. Pinha (fruto da Araucaria angustifolia) contendo pinhdes
Fonte: Ciflorestas (2010)

Além da importancia comercial da madeira do Pinheiro do Parana, Ribeiro
(2000) citou a importancia historica do pinhdo, como fonte de alimentos para as tribos
indigenas cacadores-coletores-pescadores. Apds a coleta, a semente era desidratada para
posterior consumo, e, quando consumida, era diretamente assada no borralho, cozida ou
transformada em farinha, com a qual eram feitos diversos produtos (Wosiacki, 1984).
Ainda hoje, o pinhdo, constitui um dos alimentos tradicionais de alto teor caldrico
consumido cozido ou assado, principalmente durante o inverno durante os meses de
safra (maio a agosto). Estudos recentes tentaram dar a esta semente outras utilidades,
como matéria-prima para elaboragdo de novos produtos, tais como, misturas para sopa,

suflé, bolos e biscoitos (Cladera-Oliveira, 2008).

Cladera-Olivera (2008) verificou a estabilidade do pinhdo em diferentes
temperaturas de armazenamento (25,5 e -18°C) e constatou que a 25°C o pinhdo pode
ser armazenado por apenas 5 dias, a 5°C (temperatura de refrigeracdo) por 3 meses e a
- 18°C (congelamento) por 8 meses no minimo. No referido trabalho foi constatado que
a vida de prateleira desta semente foi afetada principalmente pelo desenvolvimento de
fungos e pela germinacdo da mesma, fato que pode ser explicado pela alta umidade e

atividade de agua.
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Conforme Cordenunsi et al.(2004) o pinhédo é considerado uma fonte de amido,
devido & presenca de uma alta quantidade (~34%) deste componente, além disso possui
um baixo contetdo de proteinas (~3,57%) e lipidios (~1,26%). Na Tabela 3 esta

apresentada a composicao fisico-quimica do pinh&o cru e cozido determinada por esses

autores.
Tabela 3. Composigéo fisico-quimica do pinhdo cru e cozido.

Andlise (% b.u. *) Pinhdo cru Pinhdo cozido
Umidade 49,50+40,02 50,35+0,71
Proteina 3,57+0,05 2,31+0,05
Lipidios 1,26+0,07 1,26+0,09
Residuo mineral fixo 1,60+0,01 1,41+0,02
Amido 36,28+0,11 34,48+0,72
Fibra dietética soluvel 0,63+0,13 0,55+0,18
Fibra dietética insolavel 4,26+0,20 5,17+0,25
Acucares sollveis totais 2,43 0,64

*p.u., base imida
Fonte: Cordenunsi et al. (2004)

3.2.4  Amidos modificados

Uma das aplicacBes mais recentes do amido na industria de alimentos é como
agente encapsulante, ou seja, ele serve como suporte para outros materiais(Constant,
2002). O maior obstaculo para o uso do amido como agente encapsulante era sua
susceptibilidade ao escurecimento (reacdo de Maillard) durante o procedimento de
encapsulacdo, resultando em sabor, cor e aroma inaceitaveis, além de apresentarem uma
elevada viscosidade; modificacfes dos amidos e dos processos permitiram eliminar

esses problemas (Thomas e Atweel, 1999).

As técnicas de modificagdo proporcionam melhoras especificas nas propriedades
dos amidos como alteragdo das caracteristicas de cozimento (gelatinizacdo), diminuicdo
da retrogradacdo, reducdo da tendéncia das pastas em formarem geéis, aumento da
estabilidade das pastas ao resfriamento e congelamento, aumento da transparéncia e
reducdo da viscosidade das pastas e géis, melhorias na formacao de filmes, aumento da
adesividade, introducdo de poder emulsificante entre outros (Bemiller, 1997; Fennema,
2000).

Conforme Singh et al. (2007), existem diferentes técnicas de modificagdo que

podem ser divididas em quimicas, fisicas ou enzimaticas e também através de processos
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combinados. Cada tipo de modificacao resulta em amidos com diferentes caracteristicas,
logo a técnica utilizada deve ser escolhida de acordo com o propdsito esperado.
Kosaraju (2005) destacou a utilizacdo de amidos modificados como agentes
encapsulantes via esterificacdo, eterificacdo ou acidificacdo, acetilacdo e succinilacdo

ou carboximetilacéo.

Para Cardello e Celestino (1996) e Shaidi e Han (1993), os agentes
encapsulantes mais utilizados sdo amidos modificados por agdo de acidos fracos ou
enzimas especificas, originando dextrinas ou ciclodextrinas, por inclusdo de
grupamentos lipofilos ou pela oxidacdo do amido através de periodato de sodio.
Conforme Azeredo (2005), aromas podem ser encapsulados com amidos modificados
quimicamente por meio de hidrolise parcial seguida da reacdo com um componente
hidrofébico. Com isso, 0 amido € atraido para a interface 6leo-4gua de uma emulséo e o

polimero produzido tem boa solubilidade em &gua e excelente retencao.

Amidos derivados de reacdes com grupos lipofilicos como 1-octenil succinato,
conhecidos como amidos emulsificantes sdo utilizados como agentes encapsulantes,
pois apresentam excelentes propriedades emulsificantes, porém exibem pobre protecdo
de flavors contra oxidacdo (Reineccius, 1988 apud Azeredo, 2005). Por sua vez, 0s
amidos hidrolisados apresentam a vantagem de ter um baixo custo e conferir boa
protecdo contra oxidacdo ao material de nucleo (Wagner e Warthesen, 1995), entretanto
hd um problema associado ao uso desse tipo de amido que corresponde a falta de

propriedades emulsificantes (Porrarud e Pranee, 2010).

Muitas pesquisas tém utilizado amidos hidrolisados em conjunto com outros
materiais de parede como gelatina (Cardoso et al., 2001), proteinas do soro (Sheu e
Rosenberge, 1995) e emulsificante tween 80 (Barbosa et al. 2005) para melhorar suas

caracteristicas emulsificantes.

3.25 Amido modificado via hidrélise acida

O amido, em seu estado nativo, ¢é insolivel em agua fria, entretanto, quando uma
dispersdo aquosa de amido sofre aguecimento suficiente para romper os granulos,
forma-se uma pasta capaz de produzir filmes com boas propriedades mecénicas. Por
outro lado, a viscosidade das solu¢des de amido é geralmente alta demais para a maior

parte dos processos de encapsulacdo, como por exemplo, a atomizacao (Azeredo, 2005).
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Para reduzir a viscosidade do amido e aumentar sua solubilidade em agua, € feita a

hidrélise parcial do amido (Fennema, 2000).

Os amidos tratados pela hidrdlise acida sdo chamados de amidos modificados
por acidos ou amidos de coccdo rapida e sdo produzidos quando uma suspensao
concentrada de amido (30-40g/100g solidos) é tratada com acido a temperaturas
menores que a de gelatinizacdo (30-60°C), durante um tempo de reacdo. O amido
hidrolisado, parcial ou totalmente, forma polissacarideos de menor massa molar,
oligossacarideos e, finalmente, unidades de D-glicose, 0 que gera a reducdo de
viscosidade das pastas e géis formados com este tipo de amido (Bobbio e Bobbio,
2003).

Os é&cidos minerais, comumente usados, sdo os acidos cloridrico e sulfirico
(Fennema, 2000). Os amidos tratados por esta técnica possuem menor massa molar e,
consequentemente, maior contetido de grupos aldeidos livres, menor viscosidade, maior
solubilidade em &gua quente, menor sinerese (Whistler e Daniel, 1990), menor afinidade
com iodo e maior temperatura de gelatinizacdo (Radley, 1976). No entanto, quando
modificado por acido, o amido ndo apresenta mudancas significativas na sua forma
granular, tem birrefringéncia similar e essencialmente, a mesma insolubilidade em agua

fria, em relacdo ao amido nativo (Donovan e Berkeley, 1980).

A hidrélise do amido depende da consisténcia do granulo, acidez do meio,
temperatura e duracdo da reacdo (Barros et al., 1984). A reacdo de hidrélise inicia pela
acao do acido sobre a regido amorfa do granulo, que é mais suscetivel a degradacao,
apos essa etapa, que ocorre rapidamente, a regido cristalina é atacada, com velocidade
de reagdo muito mais lenta (French, 1973).

Maltodextrinas sdo formadas pela hidrolise incompleta de dispersdes de amido
de milho, tanto com &cidos quanto com enzimas. Essas séo classificadas de acordo com
sua dextrose equivalente (DE); a DE é relacionada ao grau de polimerizacdo (DP)
através da seguinte equacdo: DE = 100/DP (DE e DP séo valores médios para uma
populacdo de moléculas). Assim, a DE de um produto de hidrdlise equivale ao seu
poder redutor, como uma porcentagem do poder redutor da dextrose pura (D—glicose),

sendo entdo inversamente relacionada a sua massa molar média (Fennema, 2000).
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Maltodextrinas sdo definidas como os produtos com valores de DE menores que
20. Esses produtos sdo menos higroscopicos, ndo apresentam dogura, além de serem
excelentes para contribuir com o corpo de sistemas alimenticios. A hidrolise do amido a
valores de DE entre 20-60 resulta em uma mistura de moléculas que quando seca é
denominada xarope de milho sélido. Estes produtos apresentam maior capacidade de
absorver umidade, dissolvem-se rapidamente e sdo levemente doces (Fennema, 2000).
Com o aumento da DE, a umidade relativa na qual um pd permanece solto €
significativamente menor. Isto significa que com uma maltodextrina com alta DE é mais
provavel acontecer colapso do que com uma maltodextrina com baixa DE, sob as

mesmas condig¢des ambientais (Qi e Xu, 1999; Kenyon e Anderson, 1998).

A habilidade dos amidos hidrolisados protegerem materiais encapsulados contra
oxidacdo é atribuida a sua capacidade de formar filme, as suas propriedades plasticas, e
ao seu poder redutor. A plasticidade previne a quebra da matriz de protecdo, que pode
tornar o ingrediente suscetivel ao oxigénio e o alto poder redutor, presume-se, diminui a
oxidacdo do flavor encapsulado (Qi e Xu, 1999). Uma das grandes vantagens dos
hidrolisados de amido em relacdo a outros materiais de parede, como a goma arébica
por exemplo, é a baixa viscosidade. Enquanto uma solucdo de hidrolisado de amido na
concentracdo de 30% e com DE entre 10 e 36 apresenta viscosidade de 15 a 30 mPa.s,
uma solucdo de goma arabica, na mesma concentracdo, apresenta viscosidade de
500 mPa.s (Murray e Luft, 1973). A Tabela 4 apresenta algumas caracteristicas do
amido de milho e seus hidrolisados.

Tabela 4. Caracteristicas do amido de milho e seus hidrolisados em relagdo aos seguintes parametros:
higroscopicidade, poder edulcorante, solubilidade, viscosidade e retengdo de voléteis.

Amido Maltodextrina Xarope de milho Dextrose

Propriedade DE

0 510 15 20 25 36 42 100

Higroscopicidade diminui aumenta
Poder edulcorante diminui _ aumenta
Solubilidade diminui R aumenta
Viscosidade aumenta diminui
Retencéo de volateis diminui aumenta

v

Fonte: Adaptado de Murray e Luft (1973).
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3.2.6  Uso do amido como agente encapsulante

Conforme citado anteriormente Wagner e Warthesen (1995), Desobry et al.
(1997), Cai e Corke (1999), Desobry et al. (1999), Matioli e Rodriguez-Amaya (2003);
Loksuwan (2007) utilizaram amido e seus derivados para encapsular pigmentos
carotendides. Além da encapsulacdo desses compostos, 0 amido também foi utilizado
para outros fins (Chattopadhyaya et al., 1998; Ascheri et al., 2003; Krishnan et al.,
2005; Karathanos et al., 2007; Murua-Pagola et al., 2009).

Ascheri et al. (2003) encapsularam 0Gleo essencial de laranja pela técnica de
spray drying, comparando agentes microencapsulantes contendo diferentes
concentragdes de Capsul (amido modificado comercial), goma ardbica e maltodextrina.
As céapsulas preparadas com 10% de capsul e 0% de goma apresentaram melhores
resultados, visto que a retencéo do 6leo foi maior e a microscopia das amostras detectou

formas mais definidas e compactas com a presenca minima de fissuras e orificios.

Krishnan et al.(2005) avaliaram misturas binarias e ternarias de amido de milho
comercial modificado através de ligacbes com octenil succinato, goma arabica e
maltodextrina para encapsular 6leo de cardamomo. Ap0s seis semanas, a mistura
contendo goma arabica: maltodextrina: amido modificado (4/6:1/6:1/6) ofereceu melhor
protecdo ao 6leo, além disso a esfericidade e auséncia de dentes na superficie das

amostras confirmam a eficiéncia da mistura para encapsulagéo.

Amidos oxidados de milho e de amaranto foram utilizados por Chattopadhyaya
et al.(1998) para encapsular vanilina, em substituicdo a goma arabica e ao Amiogum 688
(conhecido substituto da goma arabica). Os resultados mostraram pequenas diferengas
entre os agentes encapsulantes, quanto a quantidade de aroma encapsulado, porém o0s
amidos oxidados apresentaram menor higroscopicidade durante a secagem por spray

drying.

Karathanos et al. (2007) estudaram complexos de inclusdo da vanilina em f3-
ciclodextrinas (amidos que sofreram modificacdo enzimatica) através da liofilizacao.
Observaram que a solubilidade do composto encapsulado aumentou e que a -
ciclodextrina protegeu a vanilina da oxida¢do, como mostraram 0s estudos oxidativos
de DSC.
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Murua-Pagola et al. (2009) estudaram diferentes modificagdes quimicas do
amido conhecidas como succinilacéo, acetilagcdo e fosforilagdo seguidas pela extruséo
reativa. Esses autores constataram que os amidos modificados apresentaram maior
solubilidade e melhores caracteristicas de viscosidade do que o amido nativo e
hidrolisado de milho. A técnica da succinilacdo apresentou boa capacidade
emulsificante e maior retencdo do Oleo essencial de laranja devido a inclusdo das

cadeias hidrofébicas.

Cardoso et al. (2001) obtiveram microcdpsulas de amido de arroz e gelatina
como material ligante através da atomizacdo. As mesmas foram preenchidas por
adsorcdo com o6leo de peixe comercial. A fim de aumentar o grau de protecdo e
controlar a liberagdo do contedo das capsulas, os autores recobriram as capsulas com
gelatina e pectina de baixo teor de esterificacdo e cloreto de calcio, em um sistema de
leito fluidizado. Os maiores rendimentos obtidos foram para cobertura com gelatina,
porém todas as amostras apresentaram elevadas porcentagens de o6leo retido, com
variacdo entre 83,8 e 88,9%. Apesar disso, 0os autores afirmaram que o sistema de
recobrimento por leito fluidizado ndo é adequado para recheios suscetiveis a oxidacao,
considerando o suporte utilizado. No entanto, este tipo de suporte poderia ser otimizado

para outros recheios menos suscetiveis a presenca de oxigénio.

3.2.7 Gelatina

A gelatina é uma proteina hidrossoltvel de alta massa molar, pobre em tirosina,
cistina e metionina, apresenta completa auséncia de aminoacidos sulfurados, porém
possui elevado conteddo de glicina, prolina e hidroxiprolina. Essa proteina é obtida pela
hidrolise parcial do colageno que é o principal constituinte das cartilagens e outros
tecidos conectivos. Além da solubilizacdo do colageno em meios &cidos (3,0-4,0), esse
composto também é convertido em gelatina por meio de aquecimento prolongado
(Sgarbieri, 1996).

A gelatina possui uma grande habilidade de ligagdo com a &gua e suas cadeias
de configuracdo helicoidal sdo importantes para a formacdo de gel, que é uma
propriedade importante dessa proteina. Por ser um hidrocoldide de origem proteica
possui carater anfotero, associado a presenca de grupos amina e carboxilicos nos

aminoacidos.
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Considerando-se a forma e tamanho da molécula de gelatina, uma outra
propriedade importante € o ponto isoelétrico que, por definigdo, é o pH da solugdo de
proteina em que ndo ha migracdo para um campo elétrico. O ponto isoelétrico varia em
funcdo da obtencdo da gelatina, sendo em torno de 7,0 a 9,4 para gelatinas do tipo A
(pré-tratamento de hidrélise com pH &cido) e entre 4,5 e 5,3 para as do tipo B (pré-

tratamento alcalino) (Imeson et al., 1997).

Observa-se um aumento da utilizagdo da gelatina ao longo dos anos nas
indUstrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos. Na industria de alimentos, ela é
utilizada como um ingrediente para aumentar a estabilidade dos produtos, sendo entéo
imprescindivel que a mesma apresente boas propriedades reoldgicas (Choi e
Regenstein, 2000). Trata-se também de um importante material de parede, pois ele é
atoxico, barato e apresenta boa capacidade de formacdo de géis e filmes
termoreversiveis, sendo utilizada para a producdo de microcapsulas por diversas
técnicas (Shahidi e Han, 1993; Cardoso et al., 2001; Bruschi et al, 2003).

3.3 Material de recheio

Diversos tipos de ingredientes podem ser encapsulados entre eles: aromatizantes
(Bertolini et al., 2001; Bhandari et al., 2001; Reineccius, 2004; Tobitsuka et al., 2006;
Karathanos et al., 2007 ) lipidios (Kapusniak e Tomasik, 2006), microrganismos
(Hansen et al., 2002; 2006; Chen et al., 2006) corantes (Krishnan et al., 2005; Vaidya et
al., 2006; Shaikh et al., 2006), vitaminas e minerais (Madziva et al., 2005; Wegmuller
et al., 2006; Righetto e Netto, 2006) enzimas (Azarnia et al., 2006; Kaliasapathy e Lam,
2005) acidos, bases, edulcorantes, antioxidantes, aminoacidos, entre outros (Shaidi e
Han, 1993). Na Tabela 5 esta descrito com maiores detalhes a importancia da

encapsulacao de alguns materiais.
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Tabela 5. Importancia da encapsulagdo de alguns ingredientes utilizados na indUstria de alimentos.

Tipo de ingrediente Propriedades esperadas pela microencapsulacao

. Prevenir a oxidacdo, a volatilizacdo e a aglomeracdo; possibilitar a
Aromatizantes . 3 . o .
liberagdo controlada e a converséo de aromas liquidos em solidos.

Acidos e bases Evitar oxidagdo e permitir a dissolu¢do em temperaturas especificas.
Lipidios Diminuir a susceptibilidade a oxidacéo.
Enzimas Manter a integridade estérica; acelerar o tempo de maturacéo.

Aumentar a produtividade em reatores; possibilitar a reutilizacdo da

) ) cultura; proteger contra a presencga de oxigénio, temperaturas baixas,
Microrganismos . . . 3

meios acidos e basicos; aumentar a estabilidade durante fermentacéo,

processamento e estocagem.

Diminuir higroscopicidade; aumentar a fluidez, resisténcia a altas
Edulcorantes .
temperaturas e prolongar sensacéo de dogura.

Corantes Proteger contra oxidagéo; permitir a solubilizacdo em alimentos.

Aumentar a estabilidade; mascarar possiveis sabores estranhos;
Vitaminas e minerais evitar possiveis alteracfes de cor; permitir liberacdo controlada no

trato gastrointestinal.

Fonte: Jackson e Lee (1991); Bertolini et al. (2001); Matsumoto (2001); Santos et al. (2001); Kumar,
(2007).

3.3.1 Carotendides

Os pigmentos carotendides compdem um grupo de compostos amplamente
distribuidos na natureza e sdo responsaveis pela coloracdo amarela, laranja e vermelha
de frutos e vegetais (Coultate, 2004). A fonte classica de carotenoides corresponde as
plantas, porém eles podem ser encontrados em animais e microrganismos (Oliver,
2000). Conforme Fennema (2000), fontes notdveis sdo tomates (licopeno), cenouras (o
e -carotenos), pimentas vermelhas (capsantina), aboboras e morangas (p-caroteno),
milho (luteina e zeaxantina) e batata-doce (a-caroteno). Cabe ressaltar que todos os
vegetais folhosos verdes contém carotendides, mas sua cor é mascarada pela clorofila

verde, que € o pigmento dominante.

Estima-se que a producéo terrestre anual de biomassa de carotendides seja de
100 milhdes de toneladas, sendo que a maioria desses pigmentos € biossintetizada por

populacdes de algas oceénicas. Muitos fatores influenciam no teor desses pigmentos
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das plantas, como, por exemplo, estdgios de maturidade do vegetal, exposicdo a luz,
clima durante o desenvolvimento do vegetal, os pesticidas e adubos utilizados e o tipo
de solo (Fennema, 2000).

O principal papel dos carotendides na dieta dos seres humanos e de outros animais é
sua capacidade de atuarem como precursores da vitamina A; para tanto é necessaria a
existéncia da estrutura retindide (com o anel de B-ionona). Estima-se que oS
carotenodides pré-vitaminicos A presentes em frutas e vegetais fornecam de 30 a 100%
da exigéncia de vitamina das popula¢Ges humanas, sendo o f-caroteno o carotenoide

que apresenta a maior atividade de pro-vitamina A (Fennema, 2000).

3.3.1.1 Estrutura

Os carotenodides sdo compostos lipossoluveis, polisoprendides e podem ser
divididos em dois grupos principais: carotenos ou carotendides hidrocarbonetos
compostos apenas por atomos de carbono e hidrogénio, e xantofilas que séo derivados
oxigenados de hidrocarbonetos que contém pelo menos uma funcéo de oxigénio, como
hidroxi, ceto, epoxi, metdxi ou grupos acidos carboxilicos como mostra a Figura 11
(Quiros, 2006).

Licopeno

|; ( ! | 5 caroteno
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Zearantina Ok
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Figura 11. Estrutura quimica de alguns carotendides
Fonte: adaptado de Fontana et al. (2000).
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A base estrutural da espinha dorsal do carotendide € constituida por unidades de
isopreno ligadas covalentemente na forma cabeca-cauda ou cauda-cauda, para que se
crie uma molécula simétrica. Alguns carotendides sdo derivados dessa estrutura
priméaria de 40 carbonos, outras estruturas contém grupos ciclicos terminais, enquanto
outros possuem apenas uma ou nenhuma ciclizagdo como o licopeno. Além disso,
outros carotendides podem ter o esqueleto carbdnico mais curto, sendo conhecidos
como apocarotenais (como a bixina) (Fennema, 2000).

A principal caracteristica estrutural dos carotenos é um sistema de ligagdes
duplas conjugadas que constitui o cromoforo responsavel pelo poder corante e, também,
pelo seu efeito protetor contra diversas doencas cronicas, como cancer, catarata,
degeneracdo macular, esclerose maltipla e aterosclerose (Wong, 1995; Edge e Mcgarve,
1997; Kristal, 2004). Segundo Aggarwal e Shishodia (2006) estudos epidemioldgicos
recomendam o consumo de frutas e vegetais para prevencdo de cancer e de outras
doencas, mas seus compostos ativos, em nivel molecular, e seus mecanismos de agédo
ainda ndo sdo bem entendidos. Duas teorias explicam o poder dos carotendides em
evitar algumas doencas, a primeira corresponde a atividade pré-vitaminica A, e a

segunda é que os carotenoides possuem acdo antioxidante (Edge e Mcgarve, 1997).

Sabe-se que a acdo antioxidante dos carotenoides ocorre em fungdo do nimero
de ligacGes duplas conjugadas, que influenciam diretamente na desativacdo dos radicais

livres degenerativos e também por sua habilidade em reter como armadilha os radicais

peroxil (ROQO"), gerados durante a peroxidacao de lipidios (Anderson, 1996).

Os radicais livres representam qualquer espécie quimica (&tomo e molécula com
elétron desemparelhado) produzida continuamente, durante os processos metabdlicos,
que atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons, em vérias reacOes
bioquimicas, desempenhando importantes fungdes no metabolismo. Os radicais livres
tém como principais fontes as organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio,
nitrogénio e o cloro, gerando uma grande quantidade de metabdlitos (Mendez Filho,
1997 apud Shami e Moreira, 2004), ou seja, o termo radical livre é usualmente
empregado para nomear espécies quimicas contendo um ou mais elétrons néo
emparelhados, nos orbitais externos. Esta situa¢do de instabilidade eletronica torna os

radicais livres altamente reativos, sendo capazes de reagir com qualquer composto
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proximo a sua Orbita externa, passando assim, a atuarem como oxidantes ou redutores
(Halliwell e Gutterdge, 1999 apud Shami & Moreira, 2004).

Dentre os radicais livres estdo incluidos: dioxido de nitrogénio (NO,), o Oxido
nitrico (NO), o hidroperédxido (HO>), a hidroxila (OH), o superéxido (O, e o oxigénio
singleto (*O,) (Bianchi e Antunes, 1999). Dentre os radicais anteriormente citados a
hidroxila é considerada a mais reativa, levando a lesGes nas células. Ja o peroxido de
hidrogénio (H,O,) apesar de ndo ser um radical livre, é capaz de atravessar a membrana
nuclear e causar danos a molécula do DNA (Anderson, 1996). O oxigénio singlete pode
ser produzido na presenca de oxigénio molecular, fotossensibilizadores e de luz, os
carotendides sdo conhecidos por desativar o oxigénio singlete, proporcionando, dessa
forma, protecdo contra danos oxidativos celulares. Dentre os carotendides, o licopeno
tem maior capacidade de sequestrar o oxigénio singlete, sendo duas vezes maior que 0

[-caroteno e dez vezes melhor que o a-tocoferol (Di Mascio, 1991).

Hé& pelo menos trés possiveis mecanismos para a reagdo dos carotendides com
espécies de radicais (Krinsky e Yeum, 2003). Elas incluem, (a) formacdo de aduto, (b)
transferéncia de elétrons para o radical, ou (c) abstracdo de hidrogénio alilico. Estes trés

mecanismos serdo discutidos brevemente a sequir.

() Adicao de radical - formacdo de aduto: reagdes em que um radical peroxil (ROO-)
pode adicionar-se a qualquer lugar da cadeia de um carotenoéide, resultando na formacao
de um radical de carbono-centrado (ROO-CAR-) (Krinsky e Yeum, 2003). A reacéo
proposta esta apresentada pela seguinte equacao (1):

ROO- + CAR > ROO-CAR: 1)

(b) Transferéncia de elétrons: reagdes que resultam tanto na formacdo de um radical
carotendide, como o cétion radical (CAR+-) e o anion radical (CAR--), ou na formagao
de um radical alquil (CAR-). Quando, por exemplo, o licopeno reage com o radical
superdxido (Oy), ocorre a transferéncia de elétrons com a formacao do anion radical,

CAR--, como mostrado na equacao (2) (Krinsky e Yeum, 2003):

Licopeno + O,” <« Licopeno + O, (@)

(c) Abstracdo de hidrogénio: este tipo de reagdo foi sugerida por Woodall et al. (1997)
apud Krinsky e Yeum (2003), que observaram a formacéo de 4-metoxi e 4,4- dimetoxi,
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derivados do -caroteno quando este reagiu com os radicais iniciadores AIBN (2,2-azo-
bis-isobutironitrila) e AMVN (2,2’- azo-bis (2,4-dimetil-valeronitrila)), na presenca de
pequenas quantidades de metanol. As reacGes propostas estdo apresentadas na reacoes

(3) e (4).

CAR +ROO: + > CAR- + ROOH 3)
CAR: + CH;0H > CAR-OCH; + H (4)

3.3.1.2 Estabilidade e degradacéo

Os carotendides s&o, geralmente, estaveis nos seus ambientes naturais, possuindo
estrutura all-trans, porém quando submetidos a luz, &cidos e ao calor, pode ocorrer a
perda ou degradacdo dos mesmos, tornando-os mais labeis. Além disso, pode ocorrer
perda da intensidade da cor (Coultate, 2004). A perda ou alteragdo de carotendides
durante o processamento e estocagem pode ocorrer via remogdo fisica e, pelo fato de
serem compostos altamente insaturados, por isomerizagdo geométrica e oxidacgdo

enzimatica e ndo-enzimatica (Rodriguez-Amaya, 1999; Coultate, 2004).

Os carotendides sdo degradados principalmente pela oxidacdo enzimatica e ndo
enzimatica, as quais dependem da disponibilidade do oxigénio e da estrutura do
carotendide. Ela é estimulada pela presenca de luz, calor, metais, enzimas e peroxidos e
é inibida pelos antioxidantes. Sabe-se que a degradacdo oxidativa é incrementada com a
destruicdo das estruturas celulares do alimento, aumento da porosidade ou é&rea
superficial da matriz, duracdo da estocagem, permeabilidade ao oxigénio e
transmissibilidade a luz da embalagem. A oxidacdo ndo enziméatica normalmente se
caracteriza por uma fase lag, seguida de um desaparecimento rapido dos carotendides,
coerente com um mecanismo de radicais livres (Rodriguez-Amaya et al., 2008).

Os produtos de degradagdo sdo muito complexos, sendo que os mesmos foram
caracterizados para o -caroteno durante a oxidagdo e tratamentos térmicos. Durante a
oxidacdo, epoxidos e compostos carbonilicos sdo formados inicialmente. Grandes
oxidacdes resultam na formacao de cadeias curtas de compostos mono e dioxigenados,
incluindo compostos epoxi-p-ionona. Em geral, os epoxidos formam-se dentro do anel
final, embora possa ocorrer cisdo oxidativa para diversos sitios ao longo da cadeia. Auto

oxidagBes grandes resultardo no clareamento dos carotendides e na perda de sua cor
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(Fennema, 2000). A atividade enzimatica, em especial de lipoxigenase, acelera a
degradacédo oxidativa dos carotenoides, isso ocorre, devido a oxidagdo de acidos graxos
insaturados catalisada pela lipoxigenase para produzir peréxidos que reagem com 0S

carotenoéides (Fennema, 2000).

Geralmente, a oxidacdo dos carotendides ocorre acompanhada de isomerizacéo,
sendo que tanto os cis quanto os trans isdmeros estdo sujeitos a oxidacdo (Figura 12).
Os estagios iniciais da oxidacdo envolvem epoxidacdo e clivagem com formacdo de
apocarotenoides. As fragmentagdes subseqiientes resultam em compostos de baixa
massa molar, semelhantes aqueles produzidos pela oxidacdo dos &cidos graxos. Agora,
desprovidos de cor ou atividade bioldgica conhecida, estes compostos podem dar
origem a sabores desejaveis ou sabores estranhos indesejaveis (Rodriguez-Amaya et al.,
2008).

Trans-CAROTENCIDES

Isomernizagdo

Oxidagdo

Oxidagdo

EPOXI CARGTENGIDES
APOCAFOTENOIDES

'
'

|

COMPOSTOS DE BAIXA
MASSA MOLECULAR

Figura 12. Esquema de degradacédo de carotendides a compostos de baixa massa molar.
Fonte: Rodriguez-Amaya (1999).

As reacOes de isomerizacdo sdo induzidas com facilidade por tratamentos
térmicos, exposicdo a solventes organicos, contato por periodos prolongados com
determinadas superficies ativas, tratamento com acidos e iluminacdo das solucdes.
Teoricamente, um grande numero de configuragcbes geométricas possiveis pode resultar
da isomerizacdo, em decorréncia da alta quantidade de ligacOes duplas presentes. O

beta-caroteno tem, potencialmente, 272 formas cis diferentes, porém devido ao
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impedimento estérico, apenas um numero limitado pode ter ocorréncia. A isomerizacao
afeta a atividade de pro-vitamina A, apesar de ndo afetar a cor dos carotenoides. A
atividade pro-vitaminica A dos isémeros cis do -caroteno varia, dependendo da forma
isomérica, de 13 a 53% quando em comparacdo a configuracdo all- trans (Fennema,
2000).

Quando submetidos a temperaturas elevadas (ao redor de 190°C), os
carotenoides formam produtos de degradacdo como o ioneno, tolueno, m-xileno e 2,6-
dimetilnaftaleno, ou seja, perdem totalmente suas caracteristicas (Wong, 1995), no
entanto, o branqueamento é conhecido por influenciar o conteddo de carotendides
devido a inativacdo da lipoxigenase. Ja o congelamento gera poucas mudancgas no seu

conteddo (Fennema, 2000).

A homogeneizacdo fisica intensa e os tratamentos térmicos também aumentam a
extracdo e a biodisponibilidade, quando ha consumo. No caso de extrusdo e de alta
temperatura de aquecimento de 6leos, ocorrerd apenas a isomerizacdo dos carotenoides,
bem como a degradacdo térmica. Temperaturas muito elevadas podem gerar produtos de
fragmentacdo volateis. No caso do [-caroteno os produtos de aquecimento intenso, na

presenca de ar, sdo semelhantes aos que decorrem da oxidacdo (Fennema, 2000).

3.3.1.3 - caroteno

O B-caroteno € um importante membro da familia dos carotendides, encontrado
em muitas frutas e vegetais (cenoura, batata-doce, abobora, mamdo papaia, manga,
carambola, péssego, espinafre, brécolis, couve e chicéria) (Kandlakunta et al., 2008).
As frutas palméceas buriti, tucuma@, bocailva, bacuri e umari também séo ricas fontes de
[-caroteno, sendo que o buriti € o produto alimentar detentor da maior concentracao
conhecida de B-caroteno dentro da vasta gama ja analisada de alimentos brasileiros

(Rodriguez-Amaya et al., 2008).

A sua estrutura molecular basica é composta de oito unidades isoprendides, que
contém quarenta &tomos de carbonos e dois anéis no final da cadeia de duplas ligacOes
conjugadas (Figura 13), sendo a longa cadeia conjugada responsavel pela coloracéo
alaranjada (Ribeiro et al., 2008).
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Figura 13. Estrutura quimica do 3-caroteno (CsoHsg)
Fonte: Coultate (2004).

Teoricamente este carotendide possui atividade prd-vitaminica A (Desobry et
al., 1997), sendo convertido em vitamina A (retinol) e &cido retindico no corpo humano.
Na sua maior parte, esta conversdo processa-se nos intestinos e no figado (Henriques et
al., 1998). Conforme mencionado anteriormente, além de ser precursor da vitamina A,

este carotendide possui atividade antioxidante e poder de quelar radicais livres.

O trans-B-caroteno é o isébmero predominante em muitas frutas e vegetais
frescos, porém o processamento térmico pode aumentar substancialmente a proporcao

da forma geometrica cis nestes alimentos, em particular 13-cis e 9-cis. (Lessin, 1997).

Estereoisdbmeros do caroteno apresentam diferentes propriedades quimicas e
bioldgicas e diferem na sua capacidade antioxidante e biodisponibilidade (Carvalho et
al., 1995; Boileau et al., 1999; Marx et al., 2003; Rodriguez-Amaya et al., 2008). Ha
tempos se atribui atividade vitaminica mais baixa na forma cis, em relacéo aos isémeros
trans (Rodriguez-Amaya et al., 2008). Carvalho et al.(1995) encontraram diferencas
consideraveis na atividade pré-vitaminica, sendo que o 13-mono-cis [3-caroteno possuiu
53% da atividade do all-trans e 0 9 mono-cis, 38%. Quanto a biodisponibilidade dos
isdbmeros do -caroteno pouco é conhecido. No soro humano foi encontrado largamente
a forma all-trans com apenas pequenas quantidades de 13-cis e 9-cis depois da ingestdo
de isbmeros de B-caroteno. Contudo, consideraveis quantidades de cis isbmeros estdo
presentes em varios tecidos humanos e animais (Krinsky et al., 1990; Stahl et al., 1992).
Mais recentemente, foi relatado que o trans-p-caroteno é preferencialmente absorvido
em humanos (Gaziano et al., 1995; Stahl et al., 1995; Ben-Amotz e Levy, 1996),
quando comparado ao 9-cis-f3-caroteno. Em contraposicdo, foi constatado que o cis-
licopeno, que ndo possui atividade pro-vitaminica A, é mais biodisponivel do que o

trans-licopeno em animais como o furédo (Boileau et al., 1999).
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Quanto a atividade antioxidante, autores relataram que isbmeros cis apresentam
maior poder (in vitro e in vivo), quando comparado com o isdmero all-trans (Ben-
Amotz & Levy, 1996; Levin et al., 1997 apud Henriques et al., 1998).

3.3.2 Microencapsulacao de carotendides

Os trabalhos que visaram a encapsulagdo de carotenoides verificaram que a
aplicacdo desta técnica aumentou a estabilidade desses compostos (Desobry et al.,
1997; Cai e Corke 1999; Desobry et al., 1999; Graciette Matioli, 2002; Matioli e
Rodriguez-Amaya, 2002; Matioli e Rodriguez-Amaya, 2003; Higuera-Ciapara et al.
2004; Santos, Favaro-Trindade e Grosso 2005, Shu et al., 2006; Sutter et al., 2006;
Loksuwan 2007).

Desobry et al. (1999) encapsularam [-caroteno, por spray-drying, utilizando
dois tipos de maltodextrinas (DE 15 e DE 4) adicionadas de glicose, galactose e lactose,
para preparar seis maltodextrinas de composicdes diferentes, mas com o mesmo valor
de dextrose equivalente (DE 25). Para tanto, uma maltodextrina comercial de DE 25 foi
empregada como referéncia. A estabilidade das amostras foi avaliada estocando as
mesmas em ambientes com diferentes umidades (11% e 33%) e temperaturas (25, 35 e
45°C). Neste estudo, concluiu-se que a adicdo de mono e dissacarideos a maltodextrina
reduziu o tamanho dos poros da rede de maltodextrina, limitando a difusdo do oxigénio
e protegendo o B-caroteno, visto que a meia-vida deste composto aumentou de 6

semanas para 17 semanas.

Matioli e Rodriguez-Amaya (2003) mostraram grande desempenho da y-
ciclodextrina na estabilizacdo desse mesmo composto, pois apos seis meses de testes, a
cor original do composto foi mantida. Matioli e Rodriguez-Amaya (2002) estudaram a
estabilidade do licopeno extraido de goiaba vermelha, encapsulado em matrizes de
goma ardbica e maltodextrina atraves da atomizacdo e liofilizagdo. Os autores
constataram que, no segundo periodo de estocagem, onde a velocidade de degradacédo
do licopeno foi menor, a diferenca foi expressiva entre as duas técnicas, sendo que a
liofilizacdo apresentou maior protecdo, pois 0 tempo de meia vida aumentou

consideravelmente quando o material foi exposto a luz.
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Sutter et al. (2006) microencapsularam (-caroteno em matriz de manitol, pela
técnica da liofilizacdo, a fim de estudar o efeito da adicdo de cations divalentes e sais
fosfatos a esta matriz. Os autores observaram que a presenca de fosfatos diminuiu ou
inibiu o processo de cristalizacdo, ou seja, a presenca de fosfatos atrasou
significativamente a cristalizacdo do manitol a uma taxa altamente satisfatdria durante a
secagem, aumentando o grau de encapsulacdo do carotendide. Assim foi possivel
confirmar que é necessario manter a matriz de manitol amorfa para permitir a interacéo
de pontes de hidrogénio entre 0 manitol e as proteinas ou outras biomoléculas, para
garantir a estabilizacdo das formulacgdes liofilizadas. A adicdo dos cations divalentes
mostrou um efeito sinérgico, diminuindo a taxa de degradacdo do composto

encapsulado.

Desobry et al. (1997) compararam a liofilizacdo, a atomizacdo e a secagem em
tambor na microencapsulacdo de [-caroteno em matrizes de maltodextrina. Neste
trabalho os autores constataram que a liofilizacdo resultou em uma menor degradacéo
do composto ativo durante o processo de secagem, porém a secagem em tambor
apresentou uma maior estabilidade do composto durante a estocagem, fato atribuido a
menor quantidade de carotenodide superficial e maior tamanho de particula. Cabe
ressaltar que os experimentos foram conduzidos em diferentes ambientes com umidade
e temperatura controladas, sendo que a umidade ndo interferiu significativamente na
oxidacdo, porém maiores diferencas entre as taxas de degradacdo foram encontradas
entre 25 e 45°C.

Shu et al. (2006) mostraram que a microencapsulacao de licopeno em gelatina e
sacarose, por spray drying, pode evitar efetivamente o dano causado pelo oxigénio e
luz durante o armazenamento. Os parametros estudados corresponderam as condigcdes
de secagem (temperatura do ar de entrada e saida do secador), a relacdo entre os dois
materiais de parede e também a relacdo nulcleo/agente encapsulante. Quanto aos
resultados encontrados, a propor¢do que resultou em uma emulsdo mais estavel
correspondeu a 1:4 (nucleo/material de parede), ja a relacdo entre gelatina e sacarose
correspondeu a 3:7 devido a viscosidade da emulsdo a ser atomizada, que deve permitir
a formacdo de particulas regulares e uma distribuicdo de tamanho de particulas pequena.
Viscosidades muito elevadas podem causar o aumento do contetdo de umidade dos pos,
além disso, durante a secagem, pode ocorrer a rapida formacao de uma crosta devido a

baixa densidade das particulas. Quanto a temperatura da alimentagéo, foi encontrado um
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valor 6timo de 55°C, pois temperaturas mais elevadas ocasionaram um acumulo de
particulas na parede da cAmara e dispersaram um cheiro de queimado. J& a temperatura
do ar de entrada, quando alcangou valores préximos de 210°C promoveu 0S mesmos
problemas ocasionados pelo aumento da temperatura da alimentacéo, resultando em um

desequilibrio no balanco entre a taxa de evaporacdo da agua e a formacao de filmes.

Higuera-Ciapara et al. (2004) encapsularam astaxantina em matriz de quitosana
através de uma técnica de evaporacdo maltipla. As condigdes de estocagem estudadas
foram 25, 35 e 45 °C a 33% de umidade relativa. A astaxantina microencapsulada
manteve-se estdvel durante 8 semanas, sem sofrer isomerizacdo ou degradacdo de

pigmentos.

Wagner e Warthesen (1995) realizaram testes com amidos hidrolisados com
diferentes graus de dextrose equivalente (4, 15, 25 e 36,5) para encapsular carotendides,
o amido hidrolisado de DE 36,5 foi superior na retencdo do [3-caroteno durante a
estocagem, porém 0s quatro amidos promoveram uma vida de prateleira 70-220 vezes

maior que o0 suco de cenoura atomizado.

Cai e Corke (1999) utilizaram misturas de maltodextrinas, amido nativo de
milho e amido de milho modificado (fosforilado) para encapsular betacianina. Os pés
foram estocados a 25°C com 5 e 32% de umidade relativa. A 5% de umidade relativa,
guanto maior o grau de dextrose, maior foi a estabilidade encontrada apds 16 semanas,
visto que graus de DE mais elevados promovem camadas mais densas e impermeaveis
ao oxigénio. Ja a 32 % de umidade, a estabilidade do encapsulado diminuiu com o
acréscimo do DE, fato devido a higroscopicidade dos pé6s. Os amidos nativo e
fosforilado mostraram menores retencGes do composto, pois eles ndo conseguem criar

um sistema de parede denso para proteger as betacianinas da oxidacéo.

A encapsulacdo da oleoresina de paprica (corante vermelho a base de
carotenoides) foi estudada por Santos et al. (2005). Para tanto, foram utilizados como
agentes encapsulantes a goma arabica e granulos porosos de amido/gelatina. A
microscopia eletrdnica de varredura mostrou indicios que as microcapsulas elaboradas
com goma arabica seriam mais viaveis, pois possuiram formato arredondado, com
concavidades, sem poros ou rachaduras e paredes continuas. Ja as capsulas produzidas

com granulos porosos de amido/gelatina apresentaram formato arredondado e paredes
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formadas pela aglomeracéo dos granulos com poros ou intersticios, que podem permitir

a oxidacdao da oleoresina.

Loksuwan (2007) utilizou maltodextrina, amido nativo e amido &cido
modificado de tapioca para encapsular 3-caroteno. Neste estudo o autor verificou a
quantidade total e superficial do caroteno nas microcapsulas apds o processo de
secagem por atomizacdo. Foi constatado que o amido acido modificado reteve uma
porcentagem maior do composto, com uma menor concentracdo na superficie,

indicando uma maior eficiéncia da microencapsulacéo.
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Capitulo 4 - Materiais e Métodos

Neste capitulo é apresentada a metodologia empregada para realizar a producéao
das microcépsulas, assim como as matérias-primas, 0S reagentes, equipamentos e

métodos de anélise utilizados.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Tecnologia e
Processamento de Alimentos (LATEPA) e no Laboratério de Tecnologia em
Engenharia Quimica (LATEQ) do Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS,
no Laboratorio de Reatividade e Catalise do Instituto de Quimica da UFRGS, no Centro
de Microscopia Eletronica da UFRGS, no Laboratério de Materiais Cerdmicos do
Departamento de Engenharia de Materiais da UFRGS, e no laboratério de pés-colheita
da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

4.1 Matéria-prima e reagentes

Para realizar o presente trabalho, foram utilizados pinhdes da safra de 2009,
adquiridos em mercado local de Porto Alegre. O pinhdo foi, primeiramente, lavado com
agua corrente, seco a temperatura ambiente durante 24 horas e selecionado para
posterior congelamento em sacos de polietileno, até o seu uso. O trans-B-caroteno em
po (pureza de aproximadamente 95%) foi obtido da Sigma Aldrich (St. Louis, USA) e
0s reagentes quimicos foram adquiridos das empresas Nuclear (Diadema, SP, Brasil),
Vetec (Duque de Caxias, RJ, Brasil) e Dindmica Quimica Contemporanea (Diadema,
SP, Brasil). A gelatina foi obtida da Leiner-Davis Bloom 212.
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4.2  Extracdo do amido de pinhdo

O protocolo de extragdo do amido seguiu a metodologia empregada por Bello-
Pérez et al. (2006) com algumas modificacbes. As sementes de pinhdo foram
descascadas manualmente com a ajuda de uma faca. As cascas foram retiradas junto
com a pelicula interna que recobre superficialmente o endosperma, em seguida o pinhdo
foi triturado em liquidificador doméstico com adi¢do de agua fria (1 kg/1,5 L). O
material obtido na trituracdo foi filtrado através de uma peneira (Mesh Tyler 100) duas
vezes. A seguir, 0 permeado contendo o amido foi deixado em refrigerador (~4°C) para
decantacdo. O amido precipitado foi lavado/decantado trés vezes em &gua fria em
intervalos de 50 minutos e seco em estufa (Tecnal, modelo TE-381, Brasil) a 40°C por
48 horas. O amido seco foi triturado em liquidificador doméstico e peneirado (Mesh
Tyler 100) para obter um po6 refinado. Os testes referentes a composicao centesimal do
amido de pinhdo ndo foram executados, visto que na literatura diferentes autores

encontraram valores similares (Bello-Pérez et al. 2006; Stahl et al. 2007; Thys, 2009).

4.3  Hidrélise do amido de pinhao

A hidrdlise do amido de pinhdo foi realizada conforme Mun e Shin (2006),
adicionando &cido na proporgao de 1:4 m/v. Para tanto, 10 g de amido foram suspensas
em 40 mL de &cido e agitadas em shaker (Cientec, CT 712RN, Brasil) a 225 rpm a
temperaturas inferiores a gelatinizacdo do amido de pinhdo (~47°C). Apos a hidrolise, o
pH da dispersdo foi ajustado para 5,50 = 0,20, com uma solu¢cdo de NaOH 1M. A
recuperacdo do amido ocorreu por meio de centrifugacdo (2000 rpm/ 10 min/ 25 °C),
lavagem com agua destilada e decantacdo. A seguir, o amido hidrolisado foi seco em
estufa (Tecnal, modelo TE-381, Brasil) a 40°C durante 48 horas a fim de atingir valores
de umidade entre 10 e 15 %.

4.3.1 Testes preliminares

Testes preliminares com &cido sulfdrico e cloridrico foram realizados em
diferentes tempos de reacdo (3, 6, 9 e 12 horas), fixando valores de concentracdo de
4cido e temperatura em 3 mol.L ™ e 37°C, respectivamente. As diferencas encontradas
entre o tipo de &cido e tempo de reagdo foram determinadas através de andlise estatistica
(ANOVA).
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4.3.2 Planejamento fatorial

Apbs a escolha do tempo, um Planejamento Fatorial 2% com repeticdo no ponto
central foi conduzido para analisar diferentes condi¢fes de hidrolise. As variaveis
independentes temperatura (X;) e concentragdo de acido (x,) foram avaliadas em 3
niveis, codificados como -1, 0 e +1. Os niveis de temperatura e concentracdo de acido
sdo mostrados na Tabela 6. Como a hidrélise deve ocorrer a temperaturas inferiores a
temperatura de gelatinizacdo do amido, as temperaturas empregadas no planejamento
ndo puderam exceder a 47°C (Thys, 2009). Quanto a concentracdo de acido, os valores
ndo excederam a 5 mol.L™, visto que concentracdes de &cido muito elevadas podem
ocasionar perdas de propriedades que sdo requeridas pelo processo de hidrolise, além de

diminuir a porcentagem de recuperacdo do amido hidrolisado.

A variavel de resposta avaliada estatisticamente correspondeu ao equivalente de
dextrose (DE) e a Equacdo 5 representa 0 modelo polinomial utilizado para modelagem

dos dados experimentais:

Yi =0yt oy X+ X, +aX X, (5)

onde o, sdo os coeficientes de regressao; y; € a variavel de resposta e X; e X Sd0 as
variaveis independentes, temperatura e concentracdo de &cido, respectivamente. Para
analise dos resultados foi utilizada a metodologia de superficie de resposta através do
software Statistica versdo 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA).

Tabela 6. Planejamento Fatorial 2% com repeticdo no ponto central referente & hidrélise 4cida do amido de

pinhéo.
Tratamento Valores codificados Valores reais
X; X, Temperatura (°C) Conce?r'cr:(?lgit_)l;je HCI
1 -1 -1 30 3
2 +1 -1 44 3
3 -1 +1 30 5
4 +1 +1 44 5
5 37 4
6 37 4
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4.3.3 Dextrose equivalente (DE)

O sobrenadante obtido na primeira centrifugacdo do amido hidrolisado (item
4.3) foi ajustado a pH 7,5 £ 0,2 com NaOH 1 M para determinacéo do equivalente de
dextrose através do método do &cido dinitrosalicilico (ADNS), conforme Miller (1959).
Este método baseia-se na reducdo do &cido 3,5 dinitrosalicilico a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico conforme apresentado na Figura 14, a0 mesmo tempo em que 0 grupo
aldeido do acucar é oxidado a grupo carboxilico, com o desenvolvimento de coloragédo
laranja lida em espectrofotémetro (Pré-Andlise, modelo UV-1600, Brasil) a 540 nm
(Silva et al., 2003). O teor de dextrose equivalente foi obtido através de uma curva
padrdo previamente obtida através da analise de solucdes de diferentes concentragdes de
glicose. O equivalente de dextrose ou dextrose equivalente (DE) é um termo
convencional utilizado para descrever o grau de hidrdlise do amido, expresso como a

porcentagem de acUcares redutores presentes (Fennema, 2000).

COOH COOH
OH OH
Actcar redutor
_—
O:2N NO: O2N NHz
3,5 dinitrosalicilico 3-amino-5-nitrosalicilico

Figura 14. Reacdo do 4cido 3,5 dinitrossalicilico com agucar redutor
Fonte: Silva et al.(2003)

A preparacdo do reagente DNS foi feita conforme Miller (1959) com algumas
modificacbes, para tanto 10 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico foram dissolvidas em
200 mL de NaOH 2 M através de aquecimento e agitacdo vigorosa (solucdo A). Outra
solucéo foi preparada dissolvendo 300 g de tartarato de sédio e potassio em 500 mL de
agua destilada (solucdo B). O reagente final foi obtido misturando a solugéo A, a
solucéo B e agua destilada em uma proporcao de 50:20:30, respectivamente.
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4.3.4 Porcentagem de hidrélise

Os valores de dextrose equivalente (DE) encontrados foram utilizados para
avaliar a porcentagem de hidrolise (H) dos hidrolisados do amido de pinhdo (Robin et

al., 1975 apud Mun e Shin, 2006) através da Equacéo 6, apresentada a seguir:

ARS(g)x0,9 y
QAT (9)

onde ARS, representa a quantidade de acUcar redutor do sobrenadante e QAT a

H (%) = 100 ©6)

quantidade de amido total no inicio da hidrolise.

4.4 Obtencgdo das microcapsulas

O amido (nativo ou hidrolisado), seco e triturado foi suspenso em agua destilada
(29% m/m) e aquecido em banho termostatico a 100°C (Quimis, Q226M, SP, Brasil)
por 7 minutos para obter uma pasta de amido gelatinizado. O trans-p-caroteno em po6 foi
adicionado em uma propor¢do 1:500 a pasta de amido resfriada, através de agitacdo
mecanica com auxilio de um mixer, até completa homogeneizacdo. Proporcoes
semelhantes entre o nucleo e o material de parede foram utilizadas por outros autores ao
encapsular carotendides (Matioli e Rodriguez-Amaya, 2002; Matioli e Rodriguez-
Amaya, 2003 e Loksuwan, 2007). Apds o preparo das suspensdes, as amostras foram
congeladas em ultrafreezer (Coldlab, modelo CL 120-40, Brasil) a - 40°C durante 12

horas e secas por 30 horas.

A secagem das amostras ndo foi feita nas bandejas do equipamento de
liofilizacdo devido a pouca quantidade de produto a ser tratada. As amostras foram
secas em pequenos frascos que sdo conectados ao equipamento atraves dos manifolds.
Durante a secagem, os frascos foram recobertos com papel aluminio e saco preto para
proteger as amostras da luz. A presséo do liofilizador (Terroni Equipamentos, modelo
LS 6000, Brasil) manteve-se na faixa de 230-300 uHg e a temperatura do condensador
permaneceu em torno de - 40°C + 2°C. Na Figura 15 esta apresentada uma fotografia

ilustrativa do liofilizador.

Para verificar o tempo necessario para realizar o processo de liofilizacdo, testes
preliminares foram feitos. Para tanto, as amostras foram pesadas de hora em hora até

que atingissem peso constante, ou seja, até atingir uma umidade de equilibrio.
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Bandejas

Figura 15. Liofilizador utilizado na secagem das amostras.

Diferentes amostras foram elaboradas com amido nativo, amido hidrolisado, e
mistura de ambos com gelatina, conforme apresentado na Tabela 7. Os valores de DE
utilizados no preparo das microcapsulas correspondem aos encontrados no
planejamento fatorial. As capsulas foram feitas com amido hidrolisado de maior valor
de DE (obtido conforme item 5.3 utilizando uma concentragdo de &cido cloridrico de 5
mol.L? a 44°C), assim como um valor intermediario (obtido conforme item 4.3
utilizando uma concentragdo de &cido cloridrico de 3 mol.L™* a 44°C). O amido nativo

foi utilizado como um padrao, visto que 0 mesmo ndo sofreu hidrdlise.

Tabela 7. Nomenclatura das cdpsulas obtidas com diferentes agentes encapsulantes.

Capsulas Material de parede utilizado para microencapsular o B-caroteno
A Amido nativo *
AG Amido nativo + gelatina (95:5)
B Amido hidrolisado DE 6 >
BG Amido hidrolisado DE 6 + gelatina (95:5)
C Amido hidrolisado DE 12 °
CG Amido hidrolisado DE 12 + gelatina (95:5)

'Amido nativo: amido nativo obtido conforme item 4.2, seco em estufa.
2Amido 6 DE: amido com dextrose equivalente correspondente a 6 mg de glicose/ mg de soluc&o.
*Amido 12 DE: amido com dextrose equivalente correspondente a 12 mg de glicose/ mg de solugéo.
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4.5 Conteuddo total e superficial de B caroteno.

O conteudo total (CT) foi calculado como a quantidade de B-caroteno presente
nas microparticulas em relacdo ao conteddo inicialmente utilizado na producdo das

mesmas, conforme Equacdo 7 apresentada a seguir:

beta—caroteno quantificado na amostra

CT (%) =

x 100 (7

beta—caroteno adicionado na amostra

Para encontrar o conteudo total de PB-caroteno encapsulado, foi seguida a
metodologia de Zhou et al.(1994), com algumas modificaces, onde 50 mg do p6 foram
dispersos em 2,5 mL de agua e 20 mL de hexano em um tubo falcon (2,5 cm x 10 cm).
O tubo foi selado e agitado a 2500 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente em um
shaker (Marconi, MA 563, SP, Brasil) até total descoloracdo do pdé. A cor do
sobrenadante contendo hexano foi medida a 454 nm em espectrofotdmetro (Pro-
Analise, modelo UV-1600, Brasil).

O conteldo superficial de -caroteno, ou seja, a quantidade de carotendide nédo
encapsulado, foi medido seguindo a metodologia descrita por Wagner e Warthesen,
(1995) com algumas modificacBes, onde 50 mg do pé foram colocadas em um tubo
Falcon e extraidas com 20 mL de hexano. Apds 15 segundos em shaker a 100 rpm
(Marconi, MA 563, SP, Brasil), as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm por 1
minuto (Cientec, CT 5000R, Brasil), em seguida a absorbancia da solugdo sobrenadante
foi medida em espectrofotdmetro a 454 nm para determinar a concentracdo de
carotendide. A porcentagem de B-caroteno superficial foi determinada através da razao

entre o contetdo encontrado através desta metodologia e o conteldo total.

A gquantificacdo do B-caroteno, presente nas microcapsulas, realizada através da
leitura em espectrofotémetro, foi quantificada através da Lei de Beer-Lambert (Cecchi,

2003) conforme a Equagéo 8.

Abs =ab.c (8)

onde, Abs ¢ a absorbancia lida a 454 nm (Apéndice C); a corresponde a absortividade
(L. mgt.cm™) em hexano; b é a largura da cubeta e ¢ (cm) é a concentracdo do

composto analisado (mg. L ™). A absortividade (a) foi encontrada através da construgio
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de uma curva padrdo contendo pelo menos quatro concentracdes diferentes e conhecidas

(Cecchi, 2003), para tanto 3-caroteno puro foi dissolvido em hexano (Apéndice D).

4.6  Caracterizacdo das microcapsulas

As céapsulas foram analisadas quanto & morfologia através da Microscopia Otica
e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), tamanho de particula, temperatura de
transicao vitrea, umidade e solubilidade. Os amidos nativo e hidrolisado (DE 6 e DE 12)
também foram caracterizados quanto a sua morfologia, tamanho de particula, T, e
solubilidade. Os experimentos relacionados as isotermas de sorcdo foram obtidos em
diferentes temperaturas (10, 20 e 30°C) para as capsulas preparadas com amido
hidrolisado com DE 12.

4.6.1 Microscopia Otica

A microscopia Otica foi usada para observar os pds liofilizados e detectar a
formacdo das microcapsulas. Para tanto os p6s foram levemente dispersos em laminas
de vidro e recobertos com laminulas, e visualizados em uma magnitude de 100 X em

microscopio 6tico (Opton, modelo TNB-04D, Brasil).

4.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A técnica da MEV foi empregada para estudar as propriedades estruturais das
capsulas, do B-caroteno e do amido utilizado como material de parede. Para tanto as
amostras foram colocadas em stubs de 1 cm de didmetro usando uma fita metélica dupla
face de carbono e recobertas com ouro sob alto vacuo (sputtering). Posteriormente, as
amostras foram examinadas em diferentes magnitudes em um microscopio eletrdnico de
varredura (Jeol Scanning Microscope JSM-6060, Toquio, Japdo), utilizando uma
aceleracao potencial de 5 kV durante as micrografias.

4.6.3 Determinacéo do contetdo de umidade das microcapsulas

As anédlises de umidade foram realizadas conforme protocolo n° 925.10 da
AOAC (2005). Cerca de 7 gramas de amostra foram pesadas em capsulas de aluminio,

secas em estufa a 105°C por 12 horas, resfriadas em dessecador até temperatura
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ambiente por 30 minutos e finalmente pesadas. O percentual de umidade € calculado

pela diferenca de massa da amostra.

4.6.4 Analise granulométrica

A distribuicdo do tamanho de particula das amostras de amido (nativo e
hidrolisado) e das cépsulas foi determinada por um equipamento analisador de tamanho
de particulas (Cilas, modelo 1180, Fran¢a) que tem como principio a difratometria laser.
O equipamento utiliza trés lasers para cobrir uma ampla faixa analitica de tamanhos
(0,04 um a 2500 um), com uma 6tima faixa de reprodutibilidade (precisdo >99%). As
amostras foram inseridas no equipamento, lentamente sob agitacdo constante, usando

agua como agente dispersor.

4.6.5 Determinacédo da solubilidade

O método de Eastman & Moore (1984) citado por Cano-Chauca et al. (2005)
com algumas modificagdes foi usado para analisar a solubilidade em agua fria (20°C) e
quente (80°C) dos pés liofilizados. Um grama do pé foi misturado em 100 mL de &agua
através de agitacdo magnética durante 30 minutos, logo ap6s uma aliquota de 30 mL da
solucdo foi centrifugada a 2600 rpm por 5 minutos, e 10 mL do sobrenadante foram
evaporados em estufa a 105°C (De Leo, A3 DG Temp, Brasil). O percentual de
solubilidade foi calculado pela diferenca de massa do pé.

4.6.6 Temperatura de transicao vitrea

Para encontrar a temperatura de transicdo vitrea das amostras, foi feita a analise
por calorimetria diferencial de varredura (DSC 6000, Perkin Elmer, Massachusetts,
USA) conforme Beninca (2008) com algumas modificacfes. Para tanto, as amostras
foram misturadas a &gua destilada (propor¢do amostra: dgua de 1:4) e deixadas em
repouso por pelo menos duas horas para intumescimento dos granulos de amido. Neste
periodo, a suspensdo sofreu precipitacdo natural, por isso, a fim de promover a
homogeneizacdo, cada amostra foi agitada manualmente. Entdo, com uma micropipeta,
foram inseridos 10 ul da suspensdo em um microcadinho de aluminio que

posteriormente foi selado. A andlise DSC foi realizada nas seguintes condicdes:
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atmosfera de ar sintético a uma vazao de 100 mL.min™ e taxa de aquecimento igual a
5°C.min"* de 20°C a 100°C.

4.6.7 Determinacéao das isotermas de sor¢ao

As isotermas de sorcdo foram determinadas utilizando o método gravimeétrico
conforme Speiss e Wolf (1987) que consiste em colocar as amostras em ambientes com
umidades relativas conhecidas e constantes, deixando-as até atingir o equilibrio e
determinando-se nessa condicdo a umidade das amostras. Para tanto, utilizaram-se
solucdes salinas saturadas no interior de frascos hermeticamente fechados, que, em uma
dada temperatura, conferiam ao interior de cada frasco uma umidade relativa de
equilibrio conhecida. A solubilidade dos sais em agua pode ser encontrada no Apéndice
A.

Os sais utilizados foram: cloreto de litio, acetato de potassio, cloreto de
magnésio, carbonato de potassio, nitrito de potassio, cloreto de sodio, cloreto de
potéssio, cloreto de bario e sulfato de cobre, cujos valores de umidade relativa para cada
sal a cada temperatura sdo apresentados na Tabela 8. Depois de preparadas, cerca de
100 mL de cada solucdo aquosa saturada foram colocados no interior de um frasco com
fechamento hermético e capacidade de um litro. Esses frascos foram, entéo, colocados
em estufa, por 48 horas, com a finalidade de ambientar a solucdo a temperatura de
estudo. Apds esse periodo, béqueres contendo as amostras foram colocados em
triplicata no interior dos recipientes hermeticamente fechados. Para evitar o crescimento
de fungos nos recipientes, em ambientes cuja umidade relativa era superior a 50%,
foram colocados, nos seus interiores, dois pequenos frascos contendo 1mL de tolueno.
Ap0s duas semanas, as amostras foram pesadas a cada 5 dias até verificacdo de que nédo
existia mudanca significativa na massa (<0,0005 g) considerando que as amostras
tinham chegado ao equilibrio. Ao alcancar o equilibrio, a umidade das amostras foi
determinada. Os experimentos de sor¢do foram realizados nas temperaturas de 10, 20 e
30°C.



Capitulo 4 - Materiais e Métodos

Tabela 8. Atividade de agua das solugdes salinas saturadas utilizadas na determinagdo das isotermas de
sorcdo das microcapsulas preparadas com amido hidrolisado DE 12 em diferentes temperaturas.

Sal 10°C 20°C 30°C
LiCl 0,113 0,112 0,112
CH;COOK 0,235 0,230 0,220
MgCl, 0,335 0,332 0,325
K,CO; 0,440 0,430 0,430
NaNO, 0,675 0,655 0,635
NaCl 0,760 0,755 0,755
KCI 0,870 0,853 0,835
BaCl, 0,914 0,907 0,900
CuSO, 0,978 0,973 0,968

Fonte: Young (1976).

Os dados experimentais de sorcdo obtidos foram ajustados aos modelos
apresentados na Tabela 2 utilizando o médulo de analises de regressdo nédo linear do
programa Statistica 7.0. (Statsoft, USA, 1995). Para avaliar a qualidade do ajuste de
cada modelo, foram utilizados o coeficiente de regressdo (R®) e o erro relativo médio
(ERM) definido pela Equacéo 9:

a, —a

o ©)

100
ERM =
N a

el

onde a. e a, sdo, respectivamente, os valores experimentais e preditos pelos modelos,
N representa 0 nimero de pontos experimentais e m o nimero de pardmetros. Neste
caso 0 a. representa a umidade de equilibrio experimental (X.) e a, a umidade de
equilibrio predita pelos modelos (Xp) (kg agua.kg sélidos secos™). Geralmente, é
considerado que valores de ERM menores do que 10% indicam um ajuste adequado
(Lomauro et al., 1985).

4.6.8 Calor isostérico e entropia diferencial de sorc¢éo

O calor isostérico de sorcio Ah (J.mol™) e a entropia diferencial de sorcéo
AS (J.mol™.K™') foram determinados utilizando a equagdo de Clausius Clapeyron
(Eqg. 10):
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AR = _R[M} (10)
oQIT) |

Linearizando a Equacdo 10, obtém-se a Equacédo 11:

AS  Ah
In(aW)X = ?—ﬁ (11)

onde R representa a constante universal dos gases (1,986 cal.mol™.K ™ ou 8,314 J.mol ™.
K™), T é a temperatura absoluta (K), aw é a atividade 4gua e X a umidade de equilibrio
(kg 4gua. kg solidos secos™). Através da analise de regressdo linear obtém-se os
coeficientes angular e linear representados por Ah/R, e AS/R, respectivamente.

4.7 Estabilidade das microcépsulas

Os experimentos referentes a estabilidade do composto encapsulado nos materiais
de parede estudados foram realizados em diferentes condigfes de estocagem, como

temperatura, atmosfera e luz. Os itens a seguir explicam como esses testes foram feitos.

4.7.1 Termossensibilidade e influéncia do oxigénio

As amostras foram analisadas tanto em condices aerdbias (ambientais) como
anaerobias. Para as condi¢BGes anaerdbicas, as amostras foram colocadas em frascos de
vidro ambar, em atmosfera de nitrogénio, fechadas com tampas de borracha, a 10 e
30°C. As capsulas estocadas em condicdes aerobias foram colocadas em frascos ambar
sem tampa, e submetidas as mesmas condi¢Ges das amostras anaerdbias. As amostras
foram quantificadas, semanalmente, em relacdo a quantidade de carotendide conforme

item 4.5, e as medicOes foram feitas em duplicata.

4.7.2 Fotossensibilidade

Os testes de estabilidade frente a presenca de luz foram conduzidos conforme
Matioli e Rodriguez-Amaya (2002). O material encapsulado foi armazenado em frascos
de vidro transparente e foram expostos a quatro lampadas UV de 40 W com intensidade
de radiagdo 0, 286 W/m?, dispostas paralelamente e suspensas a 42 cm das amostras. Os
frascos contendo as amostras também foram colocados em ambiente com auséncia de

luz. O teste de estabilidade se estendeu por um periodo de 40 dias a temperatura de
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25 + 2 °C. Para quantificar a intensidade luminosa foi utilizado um radiémetro (Cole-
Parmer Instruments, 9811, Chicago) que mede a intensidade da luz UVA a 365 nm. As
amostras foram quantificadas, semanalmente, em relacdo a quantidade de carotendide

conforme item 4.5, e as medicdes foram feitas em duplicata.

4.8 Analise colorimétrica

As leituras colorimétricas das capsulas foram feitas em um colorimetro (Minolta,
modelo CR 400, Konica Minolta Sensing, Japdo). A partir do espectro de refletancia da
amostra, obteve-se os parametros colorimétricos L*, a* e b* da escala CIELAB
determinados pela Comission International de I’Eclairage (CIE) (Aguilera, 1997). A
coordenada L* é uma medida de quanto mais clara ou mais escura é a amostra, com
valores variando de O (totalmente preta) a 100 (totalmente branca). A coordenada de
cromaticidade a* pode assumir valores de -80 (verde) a +100 (vermelho) e a

coordenada de cromaticidade b* pode variar de -50 (azul) a +70 (amarelo).

O diagrama de cores do sistema CIELAB esta apresentado na Figura 16. Esses
pardmetros sdo coordenados em diagrama tridimensional, onde o encontro dos trés

eixos sobre um ponto do diagrama define uma cor especifica.

Figura 16. Diagrama representativo do sistema de cores CIELAB.
Fonte: Minolta, 1994.

As diferencas de cor foram determinadas pelo pardmetro AE*, que foi calculado
pela distancia Euclidiana entre dois pontos em um espaco tridimensional definidos pelos
parametros L*, a* e b*. Matematicamente, o parametro colorimétrico AE* pode ser

descrito pela Equagdo 12:

AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (12)
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Uma cor em qualquer um dos planos a* e b* também pode ser descrita em
termos de cromaticidade ou Chroma (C*) que é a distancia de sua coordenada (a,b)
origem cromética (0,0) e do seu angulo de tonalidade, H*, o qual é medido em graus
numa escala de 0°-360°. O H* (angulo de tonalidade) e o valor de Chroma (C*) podem

ser determinados a partir das Equacfes 13 e 14, respectivamente:

H* = tan 1(£j (13)
a*
C*=./(a*)? + (b*)? (14)

4.9  Modelagem cinética

As mudancas ocorridas em diferentes parametros de qualidade em alimentos,
com o tempo, pode ser representada matematicamente pela Equacédo 15 (Labuza, 1982):

A _skpor (15)
onde, Q representa o fator de qualidade medido; t, o tempo decorrido; k, a constante de
velocidade de reacdo, n, a ordem de reacdo e dQ/dt, a taxa de mudanca do fator A em
funcdo do tempo. Os sinais (+) e (-) indicam formacdo e degradacdo de qualquer

parametro de qualidade, respectivamente.

Integrando a Eq. 15 para as condi¢des de contorno Q=Q, quando t=0 e Q=Q

em um tempo t qualquer, obtém-se a Eq. 16 para n=0 e a Eq. 17, quando n=1.

Q =Q, —kt (16)
8—; = exp(—kt) (17)

Para comparacdo dos pontos obtidos pela regressdo ndo-linear, critérios
estatisticos foram considerados. Além do coeficiente de determinacdo (R?), foi utilizado
outro critério estatistico, o erro relativo médio (ERM), definido anteriormente.
Substituindo Q;/Qo =0,5 na Eq. 17, obtém-se o tempo de meia-vida (t1,) como mostra a
Equacéo 18:

t,= T (18)
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Além dos modelos acima citados, alguns dados experimentais foram adaptados
ao modelo de Weibull (Weibull, 1951), representado pela Equagdo 19. Esse modelo foi
utilizado a fim de verificar se os dados experimentais se ajustariam a um modelo
matematico diferente dos tradicionalmente empregados para modelagem de degradacao
de carotendides, visto que ele é amplamente utilizado para ajustar dados de inativacdo
térmica de enzimas bem como a degradacao térmica de alguns compostos (Corradini e
Peleg, 2004).

Q n
< — exp(-bt
9 exp(—bt")

0 (19)
onde, Q representa o fator de qualidade medido no tempo t, Qo 0 fator de qualidade no
tempo zero e b e n coeficientes da equacdo. Cabe ressaltar que os coeficientes b e n séo
parametros dependentes da temperatura, e podem ser expressos algebricamente pelo
modelo log-logistico (Corradini e Peleg, 2004) e modelos empiricos (Peleg, 2002). O

modelo log-logistico é descrito conforme a Equacéo 20:
N(T); b(T) = logefL + exp[k’(T ~ To)T} (20)

onde k> e T sdo constantes. T, marca a faixa de temperatura em que a degradagéo se

intensifica e o k’ € a aceleragdo do processo além de Tk.

Além do R* e ERM (Eq. 9) foi utilizado o qui-quadrado (x?) para comparar

modelos matematicos, esse parametro é dado pela Equacdo 21 a seguir:

2 Z(aei _api)z
£ = (N—m) (21)

onde a. e a, sdo, respectivamente, os valores experimentais e preditos pelos modelos,

N representa o numero de pontos experimentais e m o nimero de parametros.

Os modelos cinéticos de ordem zero e de primeira ordem foram testados para
ajustar os dados referentes aos parametros de cor e concentracdo de B-caroteno com o
tempo de estocagem. O modelo de Weibull também foi utilizado para ajustar os dados

referentes a concentragdo de 3-caroteno com o tempo de estocagem.
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4.10 Analise estatistica

O modelo encontrado através do planejamento fatorial, executado conforme item
4.3.2, foi ajustado pelo método dos minimos quadrados, e a analise de variancia
(ANOVA) foi realizada para testar a significancia do modelo para cada parametro.
Inicialmente, foi observada a significancia da regresséo pelo teste F (95% de confianga),
da falta de ajuste pelo valor p e o coeficiente de determinacdo (R?) que indica o ajuste

do modelo.

Através da metodologia de superficie de resposta, foi avaliada a influéncia da
temperatura e da concentracdo de acido sobre o equivalente de dextrose. Foram
calculados os efeitos dos fatores lineares e da interacdo sobre a varidvel de resposta,
assim como o erro puro, o coeficiente t e a significancia estatistica (p). O valor do
coeficiente p esta relacionado com o nivel de significancia da variavel independente
sobre a resposta em estudo. Normalmente é escolhido como intervalo de confianca o
valor de 95%. Sendo assim, pode-se afirmar que para valores de p inferiores a 0,05 a
variavel é considerada estatisticamente significativa. Caso contrario, é considerada ndo
significativa. O valor t indica o qudo grande é a varidvel em relacdo ao seu desvio.
Assim quanto maior o valor de t, maior a probabilidade de a variavel ser

estatisticamente significativa.

Para verificar se as amostras testadas diferiram quanto ao contetdo total,
conteddo superficial, tamanho de particula, temperatura de transicdo vitrea e
solubilidade, os resultados foram analisados estatisticamente usando a Analise de
Variancia (ANOVA) e o teste de diferencas entre médias (teste de Tukey com p < 0.05).
Os valores encontrados para estes pardmetros corresponderam a média de trés

determinagdes.
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Capitulo 5 — Resultados e Discussao

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento deste trabalho. Inicialmente serdo apresentados os resultados
relacionados a modificacdo do amido de pinhdo via hidrolise acida, a seguir a obtencao
e a caracterizacdo das microcapsulas, e finalmente os resultados de estabilidade do

composto encapsulado.

5.1 Hidrolise do amido de pinhdo

Nesta secdo serdo apresentados os resultados referentes a hidrélise &cida do amido
de pinhdo, primeiro, serdo discutidos os resultados encontrados nos testes preliminares e

apos os valores encontrados no planejamento fatorial.

5.1.1 Estudos preliminares

Os resultados do estudo do tempo de reagdo de hidrdlise e tipo de acido para
temperatura de 37°C e concentracéo de acido de 3 mol.L™ estdo apresentados na Tabela
9. As respostas correspondem ao teor de dextrose equivalente (DE), uma medida do
contetido de aclcares redutores expresso como mg de glicose.mL de solucdo™ e
porcentagem de hidrolise. A curva padrdo para conversdo da absorbancia em dextrose

equivalente esta apresentada no Apéndice B.
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Tabela 9. Valores de dextrose equivalente (DE) encontrados no estudo preliminar de tempo de reacdo de
hidrélise a 37°C concentracdo de 4cido de 3 mol.L ™.

Porcentagem de hidrdlise

Teste Acido Tempo (h)  DE (mg glicose.mL de solugéo™)

(%)
1 HCI 3 0,22 + 0,019° 0,073 + 0,006
2 HCI 6 1,10 + 0,015 0,401 + 0,005"
3 HCI 9 2,49 + 0,059° 0,880 + 0,021°
4 HCI 12 4,15 + 0,080 1,513 + 0,029°
5 H,S0, 3 0,28 + 0,018° 0,095+ 0,005
6 H,S0, 1,14 +0,057° 0,409 + 0,020
7 H,S0, 9 2,30 + 0,023° 0,827 +0,012°
8 H,SO, 12 3,98 +0,071¢ 1,435 + 0,026

*Média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras distintas na coluna diferem significativamente pelo
Teste de Tukey ( p <0,05).

Através do Teste de Tukey, constatou-se que ndo houve diferenca significativa
entre os valores de DE encontrados para o &cido cloridrico e sulfurico no mesmo tempo
de reacdo. Nos tempos de reacdo de 3 e 6 horas, 0 valor de DE foi considerado baixo,
sendo apenas em 9 horas que considerou-se uma porcentagem de hidrolise mais
aceitavel. A fim de alcancar valores maiores de DE, o tempo de 12 horas tornou-se o
mais atrativo. Os testes seguintes referentes ao planejamento experimental foram feitos
com o &cido cloridrico devido a maior facilidade de manipulacdo/neutralizacdo desse

reagente.

No presente trabalho optou-se por trabalhar com concentracdes de &cido e
temperatura mais elevadas que as comumente utilizadas, a fim de acelerar o processo de

hidrélise utilizando tempos de reacdo mais curtos, tornando o0 processo mais viavel.

5.1.2 Efeito da temperatura e concentracéo de acido

Os resultados do planejamento fatorial 22 referentes & DE do amido de pinhdo

estdo expostos na Tabela 10, assim como a porcentagem de hidrolise (%).
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Tabela 10. Valores de dextrose equivalente (DE) e porcentagem de hidrélise do planejamento fatorial 22
referente a hidrélise do amido de pinhao.

Tratamento ~ Temperatura  Concentragao de DE* Porcentagem (19

(°C) HCI (mol.L™) hidrolise (%0)
1 30 3 0,86 £ 0,035 0,310,013
2 44 3 6,53 + 0,071 2,350,025
3 30 5 0,951 0,036 0,34 + 0,013
4 a4 5 12,37 + 0,049 4,45 + 0,033
5 37 4 5,61 + 0,056 2,02 +0,020
6 37 4 5,58+ 0,091 1,98 £ 0,076

*Média de trés repeticdes + desvio padrao.

Os valores de porcentagem de hidrolise encontrados no tratamento 4 do
planejamento experimental (x;= 44°C e x,= 5mol.L™"), se aproximaram dos valores
encontrados por Mun e Shin (2006) que estudaram a hidrolise do amido de milho
utilizando é&cido cloridrico (0,1 M) a 35 °C, empregando 30 dias de reacdo. Outros
autores também estudaram a hidrélise do amido de milho, porém trabalharam com
concentracdes de acido maiores (1 mol.L™) e conseguiram obter uma porcentagem de
hidrolise mais elevada (48 %) ap6s o vigésimo dia de reacdo (Lim et al. 2004).
Jayakody e Hoover (2002) encontraram para a mesma espécie de amido uma
porcentagem de hidrdlise ainda maior (73,4 %) com 15 dias de reacdo a 35 °C,
utilizando uma concentracdo de acido cloridrico de 2,2 mol.L™:. Como no presente
trabalho, Loksuwan (2007) empregou menor tempo de processo ao hidrolisar amido de
tapioca, utilizando condicBes de temperatura (60°C) e concentracdo de acido sulfurico
(3 N) mais elevadas, porém encontrou uma porcentagem de hidrolise muito baixa (<
1%).

A magnitude dos efeitos dos fatores estimados na analise de regressao para as
varidveis codificadas sobre o DE, estdo apresentados na Tabela 11. Atraves da
metodologia de superficie de resposta, constatou-se que os efeitos dos fatores lineares e
da interagdo dos mesmos sobre a variavel de resposta foram significativos, pois 0s
valores de p encontrados foram inferiores a 0,05. Dentre os fatores, a temperatura
apresentou o menor valor de p e o maior valor t, mostrando ser a variavel que mais

influencia no valor da DE, o que concorda com Thys (2009).
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Tabela 11. Magnitude dos efeitos dos fatores estimados na analise de regressdo para as variaveis
codificadas sobre o DE.

Efeito
Fatores estimado Erro puro Valor de t Valor de p
Intersecio 5,30 0,031 167,01 0,004
X 8,54 0,078 109,86 0,006
X, 2,96 0,078 38,12 0,017
X1Xs 2,87 0,078 36,96 0,017

*significativo (p<0,05)

Os valores dos efeitos estimados indicam quanto cada fator influencia na
resposta estudada. Quanto maior é o seu valor, maior é a sua influéncia. Um efeito
positivo indica que ao passar de um valor minimo para um valor maximo da variavel, a
resposta aumenta. Ja um efeito negativo indica o contrario. Logo, pode-se afirmar que
os fatores significativos exercem um efeito positivo sobre a DE, além disso, a variavel

mais influente corresponde a temperatura.

A andlise de variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 12 foi realizada para
avaliar a significancia da regresséao e a falta de ajuste do modelo completo, a um nivel
de confianca de 95%. Através do teste F, verificou-se que o modelo apresentou
regressao significativa (Fcaiculado SUPErior ao Frapeado), € através do valor de p, concluiu-se
que falta de ajuste ndo foi significativo, com isso prova-se que o modelo proposto é
valido para representar adequadamente o valor de DE nas condicBes testadas. O
coeficiente de determinacdo (R?) obtido para o modelo foi 0,9974, indicando que o
modelo explicou 99,74% da variacdo dos dados observados, ou seja, 0 modelo de
primeira ordem mostrou um 6timo ajuste. O modelo codificado proposto para
apresentar a dextrose equivalente, dentro dos limites de temperatura e concentracdo de

acido, é representado pela Equacéo 21.:

DE =5,32+4,27x; +1,48x, +1,44X,X, (21)

Tabela 12. Andlise de variancia (ANOVA) da regressao e da falta de ajuste para o indice de dextrose
equivalente (DE).

Fonte de variagéo SQ GL SQM F calculado F tabelado Valor de p
Regresséo 90,074 3 30,024 306,282 19,16

Residuo 0,196 2 0,098

Erro puro 0,006 1 0,006 0,031

Falta de ajuste 0,190 1 0,190 0,112*
Total 90,270 5

*nao-significativo (p>0,05)
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A superficie de contorno apresentada na Figura 17 mostra a variacdo da DE em
funcdo da temperatura e da concentragdo de &cido cloridrico, vélida para temperatura
variando de 30 a 44°C e concentracdo de 4cido cloridrico variando de 3 a 5 mol.L™. A
partir da superficie de contorno encontrada, foi possivel verificar que os valores de DE
sdo0 maiores em temperaturas e em concentracbes mais elevadas, porém em faixas de
temperaturas mais baixas (30°C), a concentracdo de é&cido (3 a 5 mol.L™Y) ndo
influenciou na DE.

Concentracio de acido (mol. L)

Lo O

30 32 34 36 38

b I 00 = =

Temperatura (°C)

Figura 17. Superficie de contorno da interacdo entre a temperatura e concentragdo de acido cloridrico
sobre a DE.

Os resultados encontrados assemelham-se aos trabalhos de Zambrano e Camargo
(1999) e Zambrano e Camargo (2001) que estudaram a hidrolise do amido de mandioca.
Os valores de dextrose equivalente (DE) foram maiores em temperaturas e
concentracdes de acido mais elevadas. Os autores encontraram maiores porcentagens de
hidrélise em tempos de reacdo e concentracdo de acido menores, porém utilizando
temperaturas mais elevadas (40-54 °C). Thys (2009) ao estudar a hidrolise do amido de
pinhdo para utilizd-lo como possivel substituto de gordura, encontrou valores de DE
entre 0 e 6,5 a0 empregar as seguintes condi¢fes de reacdo: tempo de 6 horas,
temperatura variando entre 30 e 44°C e concentracdo de acido variando de 1,2 a 3,2

mol.L". Como a temperatura é considerada um pardmetro limitante devido &
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gelatinizacdo do amido, somente as condigdes de tempo e concentracdo de acido foram
aumentadas visando maiores valores de DE, ja que valores mais elevados sao requeridos

para o processo de microencapsulacéo.

Diferengas entre a razo e a extensdo da hidrolise &cida entre amidos de diferentes
fontes e até dentro da mesma espécie, podem ser atribuidas a diferencas no tamanho dos
granulos, extensdo das interacbes de amido das regides amorfas e cristalinas dos
granulos, extensdo de fosforilagdo, quantia de ligacGes a(1-6) de cadeias de complexos
de amilose-lipidio e extensdo da distribuicdo das ligacBes o(1-6) entre os dominios
amorfo e cristalino. Além disso, provavelmente a hidrolise acida é influenciada pelo

namero e tamanho de poros na superficie granular (Jayakody e Hoover, 2002).

InvestigacBes prévias tém mostrado que o acido penetra profundamente no
granulo, agindo principalmente na regido amorfa, ou seja, na regido correspondente a
presenca de amilose (Chattopadhyaya et al., 1998). O &cido primeiro degrada
gradualmente a superficie dos granulos de amido, depois a regido interna. Para elucidar
a razdo lenta da hidrdlise da regido cristalina do granulo do amido, duas hipoteses foram
propostas: a primeira considera que o empacotamento denso das cadeias e dos cristais
de amido ndo permite prontamente a penetragdo de H3O" nas regides; a segunda que a
transformacdo ciclica-linear (requerida para hidrolise de ligacdo glicosidica) ocorre
muito lentamente devido a imobilizacdo da conformacdo do aclcar dentro dos cristais

de amido (Jayakody e Hoover, 2002).

Quanto a acdo da temperatura, ela ndo apenas aumenta a reatividade da hidrélise
da ligacdo glicosidica, mas também facilita a difusdo da solucéo &cida através da matriz
de amido (Jayakody e Hoover, 2002). Shariffa et al. (2009) reportaram que o
aquecimento de uma solucdo de amido pode causar o inchamento parcial da regiéo
amorfa dos granulos, facilitando a difuséo e acdo do acido no grénulo. De acordo com
Juszczak et al. (2003), os poros presentes na superficie granular podem tornar-se centros
de ataque e 0 aumento da temperatura pode permitir que esses pontos sejam mais

facilmente degradados pelo acido (Shariffa et al., 2009).

Thys (2009), ao caracterizar os granulos do amido de pinhdo, detectou que os
mesmos apresentam superficies lisas e variadas formas nas quais coexistem tanto
granulos ovais, quanto elipsoides truncados ou hemisféricos. Quanto ao contetdo de

amilose, o referido autor determinou que o amido de pinh&o possui baixo teor entre 23-
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26 %. Como a quantidade de poros e 0 contetdo de amilose interferem na hidrdlise,
possivelmente, a extensdo desta reacdo seja afetada negativamente, devido as
caracteristicas apresentadas.

5.2 Caracterizacdo das microcépsulas

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados referentes a
caracterizagdo das microcapsulas, preparadas conforme item 4.4, via analises
morfologicas, calorimétricas e analiticas, bem como as isotermas de sorcdo. Os
resultados relativos a caracterizacdo do amido nativo obtido conforme item 4.2, e
hidrolisado (DE 6 e DE 12) (item 4.3) serdo discutidos juntamente com os resultados

encontrados para as microcapsulas.

5.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A microestrutura do amido nativo e hidrolisado foi avaliada a fim de detectar as
mudangas morfologicas produzidas pela hidrdlise &cida. As fotomicrografias
apresentadas nas Figuras 18, 19 e 20 correspondem ao amido nativo, amido hidrolisado
DE 6 e amido hidrolisado DE 12, respectivamente. Observa-se que o amido nativo
apresentou superficie lisa, sem poros e formas globosas e elipsoides. Por sua vez, o0s
amidos hidrolisados apresentaram formas irregulares com a presenca de fissuras e
protuberancias em sua superficie. Os formatos encontrados para o amido de pinhao
foram caracteristicos desta fonte botanica, visto que os resultados deste trabalho
corroboram com os de Bello-Pérez et al.(2006), Thys (2009) e Capella et al.(2009) que
analisaram microscopicamente a estrutura do amido de pinhdo. Os granulos da semente
de pinhdo apresentam estruturas similares ao amido de araruta (Marantha
arundinaceae) e mandioca (Manihot esculenta), que sdo elipsoides (Capella et al.,
2009). Quanto ao tamanho, as fotomicrografias revelaram variagdes de 10 a 20 um para
ambas as amostras, valores similares aos reportados por Bello-Pérez et al.(2006) que
foram de 10-25 um e de Thys (2009) (7-20 um).

Quanto a hidrolise, foi possivel constatar que a mesma nao foi uniforme, visto que
alguns granulos foram mais afetados que outros. Além disso, o amido hidrolisado de DE

12 apresentou, claramente, maior rompimento granular do que o amido de DE 6,
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evidenciando o resultado esperado pela condi¢bes de hidrolise utilizadas nesses

tratamentos.

\
x1, 000

Figura 18. Fotomicrografias obtidas por MEV do amido nativo. 1000 x (A) 1500 x (B) e 3000 x (C).

Skv X1, 000 10 0m

Figura 19. Fotomicrografias obtidas por MEV do amido hidrolisado DE 6.
1000 x (A), 1500 x (B) e 3000 x (C).
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1,000 100m

Figura 20. Fotomicrografias obtidas por MEV do amido hidrolisado DE 12.
1000 x (A), 1500 x (B) e 3000 x (C).

A Figura 21 mostra fotomicrografias do material a ser encapsulado, ou seja, 0 -
caroteno; o tamanho de particula apresentado pelo mesmo foi inferior a 10 pum, até

quando este apresentou aglomeracédo de particulas.

=13 X1¥508, 10%m,

Figura 21. Fotomicrografias obtidas por MEV do B-caroteno em magnitudes de 1500 x (A), 3000 x (B)
€ 5000 x (C).



Capitulo 5 — Resultados e Discussdo

69

A morfologia dos encapsulados foi avaliada primeiramente por microscopia
Gtica, a qual se mostrou uma importante ferramenta de analise preliminar para verificar
a formacdo das microcapsulas. A Figura 22 apresenta fotomicrografias obtidas pela
microscopia Otica de capsulas formadas com os diferentes materiais de parede testados,
através destes resultados foi possivel observar a formacdo de microcapsulas de

diferentes formas, porém sem riqueza de detalhes.

Figura 22. Fotomicrografias obtidas pela microscopia 6tica (100 x) das capsulas obtidas com o
amido nativo (A), amido hidrolisado DE12 (B), amido nativo e gelatina (C) e amido hidrolisado DE 12 e
gelatina (D).

As fotomicrografias dos encapsulados preparados com amido nativo e
hidrolisado obtidas por MEV estdo expostas na Figura 23. As capsulas formadas com
estes materiais de parede apresentaram formas geométricas indefinidas e superficies
lisas com algumas protuberancias. Além disso, foi possivel constatar que ocorreu
variabilidade de tamanho e formacdo de alguns agregados. Diferencas consideraveis
foram observadas entre as microcapsulas, visto que as compostas de amido nativo

apresentaram maior aglomeramento de particulas, que pode ser atribuido a maior
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viscosidade aparente das suspensdes feitas com esse amido ndo-modificado e a sua
baixa capacidade de formar filmes.

XI,E-E}B/_—

Figura 23. Fotomicrografias obtidas através da MEV das cépsulas preparadas com amido nativo, a 500 x
(A) e 1500 x (B) amido hidrolisado (DE 6) a 1000 x (C) e 1500 x (D) e amido hidrolisado (DE 12) a 1000
x (E) e 1500 x (F).

Todas microparticulas produzidas apresentaram estruturas irregulares e
semelhantes, que é tipico dos pés preparados por liofilizagdo (Man et al., 1999, Kaushik
e Roos, 2007; Fang e Bhandari, 2010). Righetto e Neto (2002) ao encapsular suco de
acerola verde em matrizes de goma ardbica e maltodextrina, observaram diferencas

consideraveis entre microcdpsulas obtidas por atomizacdo e liofilizacdo, visto que as
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capsulas atomizadas mostraram formas globosas, e as liofilizadas, formas totalmente
indefinidas. Man et al. (1999) também concluiram que o tipo de processo de secagem
influencia na estrutura dos granulos de po, encontrando estruturas mais esféricas ao
utilizar a atomizacao e irregulares com a liofilizacdo. Essas diferencas na estrutura dos
pos podem estar relacionadas as condicdes de operacdo do processo, Visto que a
liofilizacdo utiliza alto vacuo e baixas temperaturas, de modo que pressiona as
particulas dos produtos produzindo assim particulas com menor teor de umidade e

maior tamanho (Man et al., 1999).

A MEV dos encapsulados preparados com amido e gelatina pode ser visualizada
na Figura 24. Ocorreram semelhancas entre as cdpsulas produzidas com gelatina e 0s
pos anteriormente apresentados, como formas indefinidas e tamanhos variados, porém
diferencas considerdveis foram observadas como a formacdo de superficies mais
irregulares. Bruschi et al. (2003) também observaram a formacdo de capsulas com
formatos mais irregulares ao utilizar gelatina para encapsular propolis através da
atomizacdo como técnica encapsulante. As capsulas tornaram-se mais esféricas
utilizando manitol, visto que aclUcares de baixa massa molar atuam como

plasticificantes.

A avaliagdo da microestrutura apresentada por produtos encapsulados é
importante por relacionar-se com a capacidade de protecdo apresentada por diferentes
polimeros. Rosenberg et al. (1990), sugerem que indicacbes desta capacidade sdo
fornecidas pelo grau de integridade e pela porosidade das microcapsulas. Materiais
com propriedades encapsulantes pobres originam microcapsulas com superficies muito
porosas, altamente rugosas e com quebras. A microencapsulacdo de materiais volateis
ou ingredientes sensiveis utilizando um encapsulante com estas caracteristicas resultara
em um produto instavel. Contudo, pode-se dizer que as capsulas contendo gelatina
apresentaram estruturas propensas a proporcionar maior instabilidade ao nucleo do que
as amostras preparadas somente com amido, visto que as mesmas mostraram estruturas

mais indefinidas e maiores imperfei¢Ges superficiais.
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Figura 24. Fotomicrografias obtidas através da MEV das cépsulas preparadas com amido nativo, a 500 x
(A) e 1500 x (B); amido hidrolisado (DE 6) a 1000 x (C) e 1500 x (D) e amido hidrolisado (DE 12) a
1000 x (E) e 1500 x (F) com gelatina.

5.2.2 Conteldo total e superficial de p-caroteno

Os resultados referentes ao conteudo total e superficial das microcapsulas estdo
apresentados na Tabela 13. Diferencas significativas foram detectadas entre as amostras
guanto a esses dados. As capsulas preparadas com amido hidrolisado DE 12 (amostra
C) apresentaram maior conteudo total de carotenoide (93,41%) do que o amido nativo
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(64,95 * 2,14 %). As amostras com gelatina ndo apresentaram diferencas significativas

quanto ao conteldo total.

As cépsulas preparadas com amido modificado DE 12 apresentaram menor
contetdo superficial de carotenodide (12,72+0,65 %) enquanto o amido nativo mostrou
maior conteudo superficial (43,11+1,06 %). Esses resultados indicam que, dos materiais
estudados, o amido hidrolisado DE 12 apresenta melhores propriedades de retencdo, e
comprovam que a modificacdo altera propriedades relacionadas & formagéo de filmes.
Provavelmente, esses resultados estdo relacionados & composi¢do do amido modificado
depois do aquecimento, visto que a amilose livre solGvel pode se associar para formar
uma rede continua ligada por pontes de hidrogénio, resultando em uma estrutura gel que
envolve o pB-caroteno (Loksuwan, 2007). Além disso, a presenca de maiores niveis de
amilose soltvel livre pode provocar, mais rapidamente, a formacdo de um envoltério ao
redor do (-caroteno prevenindo a perda desse composto durante a secagem (Loksuwan,
2007). Cabe ressaltar que o conteudo superficial ou impregnado na parede corresponde
aos compostos ndo encapsulados, logo eles degradam com maior facilidade, pois estéo
expostos as condi¢bes ambientais e podem sofrer reacfes deteriorantes como a
oxidacéo.

Tabela 13. Conteudo total e superficial de carotendide apresentado pelas microcapsulas preparadas a

partir de amido nativo sem (A) e com gelatina (AG), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina
(BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostras Conteldo total (%) Conteudo superficial (%)
A 64,95 + 2,14° 43,11 + 1,06
AG 61,35+ 1,54° 30,28 + 0,62°
B 83,50 + 1,49° 24,16 + 0,65°
BG 79,25 +0,85" 14,79 + 0,80°
C 93,41+ 1,47°¢ 18,64 + 0,50°
CG 90,76 + 0,88° 12,72 +0,65'

*Média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras distintas na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p <0,05).

A presenga da gelatina nas amostras ndo proporcionou diferencas significativas
no conteudo total das mesmas, porém as capsulas apresentaram menor conteddo
superficial. Em um estudo feito por Yoshii et al. (2001), foi constatado que a adi¢éo de
gelatina a uma solucdo encapsulante, & base de maltodextrina e goma arabica, promoveu

um aumento da retencdo de etilbutirato durante a atomizagdo, além de melhorar o
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controle das taxas de liberacdo desse composto volatil. Os autores sugeriram, como

explicagdo, a formag&do de uma crosta na superficie das particulas.

Leme et al.(1973) relatam que perdas minimas de vitaminas ocorreram durante o
processo de liofilizacdo de suco de acerola: 5% para o acido ascorbico e 0% para o f-
caroteno. Desobry et al.(1998) constataram perdas de 11 % no processamento por
atomizacao e 8 % por liofilizagdo ao encapsular B-caroteno com maltodextrina. Deve-se
ressaltar, no entanto, que no trabalho conduzido por Leme et al. (1973), a quebra do
vacuo no liofilizador se deu com nitrogénio, enquanto nos demais trabalhos a quebra se
deu com ar. A interacdo do produto no ponto final de secagem com oxigénio pode ser
um fator importante nas perdas iniciais ocorridas, uma vez que o material ativo

superficial poderia ser rapidamente degradado.

5.2.3 Conteuido de umidade

A umidade em base seca encontrada para todas as microcapsulas permaneceu em
torno de uma média correspondente a 6,23 + 2,09 %, ou seja, foram obtidas amostras
com baixo teor de umidade, sem caking ou aglomeramento. O desvio encontrado pode
ser explicado pela diferenca na eficiéncia do equipamento devido a fatores como
qualidade do 6leo da bomba, temperatura externa e quantidade de amostras colocada no
equipamento. Além disso, diferencas nos valores de umidade do material de parede (10-
15 %) podem causar esse desvio de umidade das microcéapsulas lioflizadas. Sutter et al.
(2007) também utilizaram a liofilizacdo para encapsular p-caroteno em matrizes de
manitol e encontraram valores muito baixos de umidade entre 0,15 a 1,73 % devido a
maior eficiéncia do equipamento utilizado, visto que o mesmo trabalhou em condicGes
mais extremas de operagdo como temperatura do condensador (-60°C) e pressdo da
camara (4 x 10 mbar). O contetido de umidade encontrado neste trabalho foi similar
aos reportado por outros autores que utilizaram a atomizagdo (Cai e Corke, 2000;
Loksuwan, 2007; Ersus e Yurdagel, 2007), porém cabe ressaltar que essa técnica
emprega altos valores de temperatura de secagem, ao contrério da liofilizagdo. Cai e
Corke (2000) encontraram valores de umidade entre 1,95 a 6,98 % ao empregar
temperaturas do ar de secagem entre 150 e 210°C para encapsular betacianina com
maltodextrinas. Valores de umidade entre 2 a 6 % foram obtidos por Loksuwan ao

encapsular 3-caroteno em amido de tapioca. Ja Ersus e Yurdagel (2007) obtiveram uma
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faixa mais estreita de umidade entre 2,74 e 3,42% ao encapsular antocianinas em

matrizes de maltodextrina, empregando temperaturas de secagem de 160 a 200°C.

5.2.4 Distribuicdo granulométrica

A analise da distribuicdo do tamanho das microcapsulas liofilizadas e do amido
nativo (item 4.2) e hidrolisado DE 12 esté apresentada na Tabela 14. O didmetro médio
volumetrico (D4 3) para o amido nativo foi 15,01 + 0,03 um e para o amido modificado
DE 12 foi 18,37 + 0,23 um, esses valores corroboraram com os resultados encontrados
na MEV que revelaram tamanhos variando de 10-20 um para ambas as amostras. As
capsulas preparadas com amido hidrolisado DE 12 apresentaram um didmetro médio
inferior (21,31 £ 0,20 pum) ao apresentado pelas capsulas preparadas coma amido nativo
(24,70 £ 1,69 um). As formulagbes contendo gelatina apresentaram didmetro medio

superior quando comparadas as formulagdes feitas somente com amido.

Conforme observado na Tabela 14, em todas as amostras, o didmetro de
particula correspondente a 10% da distribuicdo acumulada ndo foi superior a
7,68 £ 0,03 um, ja o didmetro de particula correspondente a 90% da distribuicdo
acumulada ndo excedeu didmetros de 55,84 + 2,54 um. Além disso, pode-se observar
que as formulagdes preparadas com amido nativo tendem a apresentar maior dispersdo

granulométrica do que aquelas preparadas com os amidos hidrolisados.

Os histogramas, expostos no apéndice E, mostraram que todas as amostras, com
excecdo do amido nativo, apresentaram tamanhos de particulas de 100 um, logo se pode
dizer que o valor acumulado para diametros maiores ficou em torno de 10 %. Além
disso, através desses histogramas foi possivel verificar que as amostras apresentaram
uma distribuicdo de tamanho normal, porém algumas amostras apresentaram
distribuicdo unimodal e outras bimodal. Uma ampla faixa de tamanho de particula, entre
1 a 100 um, foi verificada pra todas as amostras, este fato pode ser atribuido a trituragdo
das amostras apos a liofilizacdo. Pequenas faixas de tamanhos de particulas séo
desejadas, visto que esta caracteristica esta associada a baixa tendéncia a aglomeracéo, e

consequentemente maior estabilidade (Desai et al., 2005).

Avgoustakis et al. (2002) relatou que diferentes métodos de encapsulagdo

também apresentaram estas caracteristicas; Dib Taxi (2001), Bertolini (2001) e Cardoso
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(2000), também encontraram resultados semelhantes para produtos encapsulados por
atomizacao.
Tabela 14. Resultado da andlise granulométrica das amostras de amido de pinh&o nativo e hidrolisado DE

12 e das microcapsulas preparadas a partir de amido nativo sem (A) e com gelatina (AG), amido
hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostra Ds3 (um) Dos (um) Do,s (um) Dog (um) SPAN
Amido nativo 15,01+0,03° 2,10+0,03 15,86+0,02 23,02+0,07 1,32
Amido DE 12 18,37+0,23 2,46+0,19 17,90+0,23 31,53+0,45 1,62

A 24,70+1,69™ 5,37+0,89 21,38+0,89 46,85+4,67 1,94
AG 30,04+0,96° 7,68+0,03 26,67+0,48 55,8412 54 1,80
B 22,73+0,19¢ 5,74£0,10 21,90+0,12 38,35+0,50 1,49
BG 26,78+0,17" 7,40+0,11 25,38+0,11 46,19+0,37 1,53
C 21,31+0,20° 5,28+0,06 19,81+0,09 36,95+0,70 1,60
CG 26,91+0,82° 7,450,14 25,49+0,46 46,53+1,98 1,53

*Média de trés repeticBes + desvio padrdo. D(4,3 um): didmetro médio em volume; D(0,1 pm): didmetro de
particula correspondente a 10% da distribui¢do acumulada; D(0,5 um): didmetro de particula correspondente a 50%
da distribui¢do acumulada; D(0,9 pm): didmetro de particula correspondente a 90% da distribuicdo acumulada;
SPAN: dispersao granulométrica.

A andlise estatistica de diferencas de médias (Teste de Tukey, 5% de
significancia) mostrou que as capsulas feitas com amido nativo e gelatina apresentaram
didametro médio significativamente maior quando comparadas as outras amostras. As
capsulas preparadas com amido hidrolisado DE 6 e DE 12 nédo diferiram de forma
significativa quanto ao didametro médio de particula, nem mesmo com a adicdo de
gelatina. O aumento significativo do tamanho de particula das amostras que contém

gelatina indica que houve recobrimento e/ou aglomeracdo destas particulas.

A distribuicdo do tamanho de particulas encontrada empregando a liofilizacao
como técnica de encapsulacdo esta dentro da faixa de tamanho de particulas produzidas
por outras técnicas como a atomizagédo e a coacervagao, que € de 5 a 150 um. (Onwulata
et al.1994; Desai e Park, 2005; Madene et al., 2006; Favaro-Trindade et al., 2008).
Apesar das capsulas apresentarem tamanho médio de particula significativamente
diferente, elas apresentam uma faixa de tamanho de particulas semelhante, tornando

dificil diferencia-las quanto a este parametro.

A distribuicdo do tamanho das microcapsulas € um fator importante para avaliar
0 comportamento fisico-quimico dos encapsulados, embora existam controvérsias na
literatura quanto a relagdo entre a retencdo de volateis e o tamanho de particula
(Chumpitaz, 1995). Chang et al. (1988), explicaram que o aumento do tamanho das
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particulas resulta numa reducdo da area superficial em relacdo ao volume da cépsula,
conferindo uma melhora na retencdo e na estabilidade, porém pode ocorrer um maior
grau de imperfeicdes na superficie da particula como poros e fissuras, 0 que leva a uma
reducdo da protecdo quanto a oxidacdo. Bertolini et al. (2001) associaram um maior teor
de retencdo do recheio para maiores tamanhos de particulas, assim como Desobry et
al.(1998) que também observaram maior estabilidade, durante a estocagem, de B-
caroteno encapsulado em maltodextrina por secagem em tambor, em comparagdo com 0
processo por atomizagdo e liofilizacdo, devido a menor relagdo &rea/volume das

particulas obtidas pela secagem em tambor.

5.2.5 Solubilidade

A solubilidade em &gua fria e quente dos encapsulados esta apresentada na
Tabela 15. Através da andlise estatistica foi constatado que todas as amostras
apresentaram diferencas significativas em um nivel de confianca de 95% quanto a
solubilidade em &gua fria. Com o aumento do grau de hidrdlise (DE), houve um
aumento significativo da solubilidade das amostras. Estes resultados encontrados podem
ser atribuidos as diferencas na estrutura e composicdo dos amidos. O amido &cido
modificado possui uma maior quantidade de compostos de menor massa molar
resultantes da depolimerizacdo do amido nativo durante a hidrélise &cida, aumentando

desta forma, a solubilidade do pé (Loksuwan, 2007).

Chang, Lin e Pan (2010) também estudaram a solubilidade de amidos tratados
com &cido, e constataram que a solubilidade foi maior do que o seu amido nativo. Além
disso, a solubilidade do amido tratado foi maior com o0 aumento da concentracdo de
acido. Cabe ressaltar que a solubilidade do amido varia de acordo com a fonte botanica,
visto que a interacdo das moléculas de amido com a agua é influenciada pela proporcéo
amilose:amilopectina e pelas caracteristicas dessas moléculas (distribuicdo e peso

molecular, grau e comprimento de ramifica¢Oes e conformacao) (Singh e Singh 2003).
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Tabela 15. Solubilidade em agua fria (20°C) e quente (80°C) apresentada pelas microcapsulas liofilizadas
preparadas a partir de amido nativo sem (A) e com gelatina (AG), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com
gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostras Solubilidade em agua fria (%6) Solubilidade em agua quente (%)
A 4,28 +0,24° 10,15 + 0,35°
AG 2,63 £0,10° 13,75 + 0,49°
B 14,67 + 0,85° 56,05 + 0,92°
BG 10,73 + 0,45° 62,45 + 0,35°
C 24,10 +0,07° 81,00 + 1,20°
CG 22,13+ 0,68 84,65 + 1,63"

*Média de trés repeticdes + desvio padrdo. Letras distintas na coluna diferem entre si pelo Teste de Tukey
(p < 0,05). %, massa final de pd/massa inicial de pé.

As amostras preparadas com amido/gelatina apresentaram uma reducdo da
solubilidade das particulas em agua fria quando comparadas as cépsulas contendo
somente amido como material de parede. Tal comportamento pode ter ocorrido devido a
possivel formacdo de um revestimento que dificultou a lixiviagdo dos compostos de
baixa massa molar e a maior hidrofobicidade que a gelatina apresenta quando
comparada ao amido, devido ao seu carater anfipatico. Quando comparado a outros
materiais de parede, como a goma arabica, 0s agentes encapsulantes estudados ndo
apresentaram vantagens quanto a solubilidade. Santos et al. (2005) estudaram a
solubilidade de cépsulas de oleoresina de paprica feitas com goma arabica e as mesmas
se dissolveram completamente apds 5 minutos sob agitagdo mecénica em 6leo, dgua e

etanol, confirmando a boa solubilidade desse material.

As capsulas tiveram sua solubilidade aumentada em agua quente, visto que pode
ter ocorrido a ruptura de algumas microcéapsulas seguida de uma maior lixiviacdo dos
compostos de baixa massa molar. De acordo com Fennema (2000) e Ordonez (2005),
sob altas temperaturas, ocorre uma maior vibracdo das moléculas de amido que causam
0 rompimento das ligacdes intermoleculares e consequentemente permitem ligacdes de
pontes de hidrogénio com as moléculas de &gua através dos sitios de ligacdo liberados.
Ao contrario dos resultados encontrados para a solubilidade em agua fria, as amostras
com gelatina apresentaram maior solubilidade em agua quente, visto que a 80°C, a

gelatina é capaz de se dissolver e, consequentemente se solubilizar no meio.
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5.2.6 Propriedades térmicas e termodinamicas

A Tabela 16 apresenta as propriedades térmicas e termodinamicas dos amidos
nativo e hidrolisado DE 12 e das capsulas preparadas com amido nativo, amido

hidrolisado DE 12, e da mistura do amido nativo e gelatina.

Tabela 16. Propriedades térmicas e termodinamicas do amido nativo, amido hidrolisado DE 12 e das
microcapsulas preparadas a partir de amido nativo sem (A) e com gelatina (AG) e amido hidrolisado DE

12.
Amostra T,(°C) T, (°C) T: (°C) AH,y (3.9
Amido Nativo 52,48 + 0,82¢ 65,34 + 0,52° 80,44 + 0,98° 8,89 +0,14°
Amido DE 12 50,11 + 0,93° 69,64 + 0,61° 95,56 + 1,06% 8,50 + 0,14°
A 56,74 + 0,59° 66,85 + 0,80° 75,23 + 0,90° 3,64 +0,07¢

AG 90,49 + 1,11% 90,56 + 0,88° 93,50 + 1,21° 16,45 + 0,26°

C 67,61 + 0,98° 71,79 + 0,62° 85,30 + 0,82° 9,25 + 0,58°

*Média de duas repeticBes + desvio padrdo. Letras distintas na coluna diferem entre si pelo Teste de
Tukey (p < 0,05); Ty temperatura de gelatinizacdo;To, temperatura inicial da gelatinizagdo; Ty,
temperatura final da gelatinizagéo; AHy entalpia de gelatinizagéo.

O valor da T4 para o amido de pinhdo se aproximou muito ao valor reportado por
Bello-Pérez et al. (2006) de 63,4°C + 0,4; ja Thys (2009) encontrou um valor de
47,64 °C para a Tq do amido de pinh&o. Diferengas de valores de T4 dentro da mesma
espécie botanica podem ocorrer devido as condi¢des do meio que afetam diretamente as
caracteristicas da planta como composicdo e distribuicdo de tamanhos de granulos (Ellis
et al., 1998). Os granulos menores apresentam maiores temperaturas de gelatinizacdo

(inicial, de pico e final) que os granulos grandes (Yonemoto, 2006).

A Ty encontrada para o amido modificado foi mais elevada, visto que a
temperatura de gelatinizacdo é atribuida a hidrdlise da lamela amorfa (amilose), que
desestabiliza a lamela cristalina (amilopectina) aumentando a hidratacdo e o inchamento
dos cristais. Quando a modificacdo é feita, consequentemente, a lamela amorfa é
degradada, e as temperaturas relacionadas a gelatinizacdo sdo deslocadas para
temperatura mais altas (Garcia et al.,1999). Os resultados obtidos sdo semelhantes aos
reportados por Lawal et al. (2005). Segundo estes autores, sem destruir sua estrutura
granular, a modifica¢do &cida aumenta a temperatura e a endoterma de gelatinizagdo dos
amidos. Por outro lado, os resultados de Ty encontrados por Cai e Corke (2000),
discordam dos resultados encontrados. Esses autores encapsularam betacianina extraida

do amarantus e verificaram a temperatura de transicdo vitrea para as diferentes amostras
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preparadas com amido de milho nativo e modificado, encontrando valores de 60,5 + 0,4

para 0 amido nativo e de 58,0 £ 0,8 para o hidrolisado .

Cabe ressaltar que foram feitos testes para encontrar a T, das capsulas
preparadas com amido hidrolisado DE 12 e gelatina, porém ndo foi possivel identifica-
la pelo método utilizado, para detecta-la seria preciso aumentar a faixa de temperatura

testada.

A T, encontrada para o amido hidrolisado DE 12 foi menor do que a encontrada
para o0 amido nativo, assim como uma ampla distribuicdo na transicdo endotérmica, este
fato pode indicar heterogeneidade cristalina, onde cristais menos estaveis fundiram em
temperaturas mais baixas e os cristais restantes fundiram a temperaturas mais altas. Isto
indica que ha uma dependéncia entre 0 comprimento das cadeias e as temperaturas de

transicdo e entalpia de fusdo (Elfstrand et al., 2004; Yonemoto, 2006).

Diferencas significativas ndo foram encontradas entre a Ty do amido nativo e
capsulas preparadas com este amido, o0 mesmo foi observado para o amido hidrolisado.
A entalpia de gelatinizagdo do amido nativo foi proxima a encontrada por Bello-Pérez et
al. (2006) referente a 8,1 + 0,5 J.g. Comparando amido nativo com o hidrolisado,
observa-se que a entalpia de gelatinizacdo (AHy) foi reduzida ap6s modificagéo,
provavelmente devido a cisdo de ligacdes glicosidicas durante o processo de hidrélise
quimica, o que condiz com os resultados de Lawal et al. (2005).

As capsulas preparadas com amido nativo sofreram um decréscimo na AHy,
diferente das capsulas preparadas com amido hidrolisado que sofreram um aumento na
AHgy Essas diferencas podem ser explicadas devido ao aquecimento sofrido
anteriormente, durante o preparo da suspensdo a ser liofilizada. Quando uma suspenséo
aquosa de amido € aquecida acima de certa temperatura, ligacfes intermoleculares séo
rompidas e pontes de hidrogénio com a agua sdo estabelecidas, juntamente com o
inchamento granular e com o decréscimo do nimero e tamanho das regides cristalinas.
Conforme Elfstrand et al. (2004) e Yonemoto (2006) cadeias mais longas de moléculas
de amilopectina fornecem altos valores de entalpia de fusdo (Elfstrand et al., 2004;
Yonemoto, 2006). Diferente do amido nativo, o amido modificado, possui estruturas
fragmentadas, principalmente as cadeias de amilose, que ndo conseguem reter 4gua em
seu interior (Hoover, 2001; Ordonez et al., 2005).
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As capsulas compostas por amido nativo e gelatina, apresentaram um aumento
consideravel na T, assim como na AHg. Kasapis e Sablani (2005) encontraram valores
de Ty para gelatina (100% de solidos) de 95 a 200°C, ou seja, valores bem mais
elevados do que os reportados para 0 amido de pinhédo, o que pode explicar o aumento

de T4 e de AHq para as amostras com gelatina.

Os termogramas do amido nativo, amido hidrolisado DE 12 e das céapsulas
preparadas com amido nativo, amido nativo e gelatina e amido hidrolisado DE 12

podem ser visualizados nas Figuras 25 a 29, respectivamente.
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Figura 25. Termograma do amido de pinhdo nativo.
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Figura 27. Termograma da cépsula liofilizada preparada com amido de pinhdo nativo.
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Figura 28. Termograma da capsula liofilizada preparada com amido de pinhdo nativo e gelatina.
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5.2.7 Isotermas de sorcao de agua

As isotermas de sor¢do relacionam a quantidade de &gua de um alimento com a
atividade de agua (ou umidade relativa da atmosfera que circunda o alimento), uma vez
alcancado o equilibrio a temperatura constante. Os valores de umidade de equilibrio
encontrados para as capsulas preparadas com amido hidrolisado com DE 12 nas

diferentes temperaturas e aw estudadas encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17. Valores de atividade 4gua (aw) e umidade de equilibrio em base seca (Xeq) encontrados para
as capsulas preparadas com amido hidrolisado DE 12, em diferentes temperaturas (10,20 e 30°C).

10°C 20°C 30°C
aw Xeq (%0) aw Xeq (20) aw Xeq (20)
0,113 7,05+0,11 0,112 559+0,11 0,112 477 +0,05
0,235 11,19+ 0,35 0,23 8,65+0,12 0,22 7,15+0,10
0,335 12,82 + 0,04 0,332 12,79+ 0,10 0,325 11,77 + 1,48
0,440 13,60 + 0,05 0,43 12,38 + 0,07 0,43 10,84 + 0,15
0,675 18,40 + 0,15 0,655 16,59 + 0,11 0,635 14,38 £0,14
0,760 20,98 + 0,11 0,755 17,66 £ 0,10 0,755 17,17 £ 0,02
0,870 24,56 + 0,36 0,853 21,03 £0,03 0,835 19,27 £ 0,10
0,914 28,65 + 0,41 0,907 25,34 + 0,48 0,9 23,37 +0,51
0,978 38,32+ 0,15 0,973 36,64 +1,21 0,968 3453+1,81

Os paréametros das equacdes testadas, assim como o coeficiente de determinagéo
(R?) e o erro relativo médio (ERM) correspondentes, estdo apresentados na Tabelal8.
Os resultados obtidos para as isotermas de sorcdo dos encapsulados preparados com
amido hidrolisado DE 12 ajustaram-se bem aos diferentes modelos testados nas trés
temperaturas estudadas, porém o modelo de Peleg foi considerado o mais adequado,
seguido dos modelos de Oswin e Chung-Pfost, visto que os coeficientes de correlacédo
foram mais proximos de 1 e os valores médios do ERM foram menores (inferiores a 10
%).

Os resultados encontrados foram similares aos reportados por Thys et al.(2010)
para o amido de pinhdo nativo, visto que a isoterma encontrada correspondeu ao Tipo Il

e 0s modelos que apresentaram melhor ajuste foram Peleg, Chung-Pfost e GAB.
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Tabela 18. Parametros dos modelos referentes as isotermas de sorcdo das capsulas preparadas com amido
hidrolisado com DE igual a 12 com os respectivos valores de R* e ERM.

Modelo Constante Temperatura Média

10 °C 20 °C 30°C
¢ 65,78 14,57 12,76
BET Xm 0,08 0,08 0,07
R? 0,96 0,91 0,87

ERM (%) 5,04 4,95 3,94 4,64
Xom 0,08 0,07 0,06
C 85,65 93,76 57,80
GAB K 0,78 0,81 0,82
R? 0,98 0,95 0,96

ERM (%) 7,81 10,61 18,69 12,37
A 0,15 0,13 0,12
Oswin B 0,25 0,28 0,31
R? 0,99 0,98 0,98

ERM (%) 5,01 7,36 7,73 6,70
A 5,90 4,85 4,40
Chung-Pfost B 13,87 13,89 14,53
R? 0,98 0,97 0,97

ERM (%) 6,17 8,12 8,18 7,49
A 56,67 72,30 53,64
Henderson B 2,35 2,35 2,10
R? 0,99 0,97 0,97

ERM (%) 5,47 8,95 9,26 7,89
A 0,08 0,07 0,06
Smith B -0,08 -0,08 -0,08
R? 0,98 0,97 0,97

ERM (%) 6,48 10,47 10,40 9,12
ky 0,21 0,24 0,19
n 11,87 15,31 0,61
Peleg k, 0,22 0,21 0,25
n, 0,52 0,56 15,09
R? 0,99 0,99 0,99

ERM (%) 2,43 3,95 5,09 3,82
A -2,06 -2,19 2,31
N B -0,42 -0,395 -0,43
Chirife C 0,05 0,02 0,03
R? 0,99 0,98 0,98

ERM (%) 5,77 10,13 11,07 8,99

X (umidade de monocamada) e A, B, C, K, n sdo constantes das equacdes.

A Figura 30 que corresponde a umidade de equilibrio em fungéo da atividade de
agua (aw) (isoterma de sorcdo) mostra a tendéncia da isoterma para o Tipo Il,
sigmoidal, de acordo com a classificagdo de Brunauer et al. (1938). Através da anélise

do modelo de GAB é possivel confirmar que a isoterma encontrada corresponde ao Tipo
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I, visto que os valores da constante C foram maiores que 2, e os valores de k
permaneceram na faixa entre 0 e 1 (Blahovec, 2004). Este resultado corrobora com os
encontrados por Al-Muhtaseb et al. (2004), Van der Berg (1975) e McMinn (2003) que
encontraram comportamento Tipo Il para as isotermas do amido de batata com alto teor

de ailopectina, amido de batata e amido de trigo, respectivamente.
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Figura 30. Isotermas de sor¢ao para as capsulas produzidas com amido hidrolisado DE 12 em diferentes
temperaturas. Os simbolos representam os valores experimentais de umidade de equilibrio (base seca) e
as linhas os preditos pelo modelo de Peleg em funcéo da atividade da agua (aw).

Al-Muhtaseb et al. (2004) comentaram que, ao tratar de amidos, em baixos
valores de atividade de agua, ocorre um efeito plastificante das regides amorfas do
gréanulo de amido, diminuindo a mobilidade dessas regides. Em elevadas atividades de
agua, a umidade causa uma solubilidade do biopolimero com consequente reducdo da
cristalinidade e aumento da disponibilidade de grupos polares para estabelecer ligagoes

com a agua.

O contetido de umidade decresce com 0 aumento da temperatura, a um mesmo
valor de atividade de &gua, o que indica que as capsulas tornam-se menos higroscopicas

como 0 aumento da temperatura. Além disso, verificou-se que nem sempre as isotermas

0,00 0,10 0,20 0,30 040 050 060 0,70 0,80 0,90 1,00
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em diferentes temperaturas apresentam separacdo consistente ao longo de toda a curva.
Segundo Palipane e Discroll (1992), sob altas temperaturas, as molécula de agua sédo
ativadas a niveis mais altos de energia, fazendo com que as mesmas se tornem menos
estaveis, levando ao rompimento das ligacGes estabelecidas com os sitios de sor¢do do

alimento, resultando em uma reducdo da umidade.

Os valores de umidade de monocamada (Xn,) obtidos variaram entre 0,06 e 0,08
g H,O/g de sélidos pelo modelo de GAB e de 0,07 a 0,08 para 0 modelo de BET. Este
pardmetro € importante para predizer as condi¢cGes de armazenamento e a deterioracdo
de alimenos, visto que ele é um indicador da disponibilidade dos sitios polares para

etabelecer ligacdes com a agua (Chung e Pfost, 1976).

Apesar dos valores encontrados para X, serem muito préximos na faixa de
temperatura estudada, observou-se que estes valores apresentaram a tendéncia de
diminuir com o aumento da temperatura, fato que pode ser explicado pelas mudancas
estruturais no amido que compde as microcapsulas. Com o aumento da temperatura, o
grau de ligacGes de hidrogénio é reduzido, diminuindo a disponibilidade dos sitios de
sorcdo para possiveis ligacbes com a agua (Westgate et al., 1992). Os resultados
encontrados foram similares aos reportados por Thys et al. (1998) que relatam valores
de monocamada entre 0,07 e 0,09 g H,O/g de solidos, para 0 amido de pinhédo entre 10 e
40°C.

Na Figura 31 estdo mostrados os valores de entalpia diferencial de adsor¢édo (Eq.
11) em funcdo da umidade de equilibrio. Nota-se que a baixos conteudos de umidade, o
calor de sor¢do comeca a aumentar drasticamente, e com 0 aumento da umidade,
decresce rapidamente até a curva tornar-se assintdtica. Este comportamento pode ser
explicado porque em baixos teores de umidade, ocorre uma forte interagcdo entre o
produto e a agua contida nele, sendo preciso altos valores de energia (calor de sorcéo)

para retirar a &gua presente nas amostras (Shivhare et al, 2004).
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Figura 31. Entalpia diferencial de adsorcao das capsulas liofilizadas preparadas com amido de pinh&o

A Figura 32 apresenta os valores de entropia de sor¢do em funcdo da umidade de
equilibrio para as cépsulas liofilizadas preparadas com amido hidrolisado. Percebe-se
que assim como o0 encontrado para a entalpia diferencial de sorcdo, a entropia

diferencial de sorcdo aumenta com o decréscimo da umidade de equilibrio, devido as
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5.3 Estabilidade das microcapsulas preparadas com amido nativo e hidrolisado

Nesta secdo serdo apresentados e discutidos os resultados relativos a estabilidade
do B-caroteno livre e encapsulado nos diversos materiais de parede testados em

diferentes condicdes de estocagem.

Na Figura 33 estdo apresentados os valores experimentais e preditos por um
modelo cinético de primeira ordem para o p-caroteno livre em diferentes condigdes de
armazenamento: 10°C e 30°C na auséncia de luz e na temperatura ambiente em
presenca de luz. Observa-se que a temperatura influenciou na estabilidade, assim como

a presenca da luz que diminuiu consideravelmente a vida util do p-caroteno.

45
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Figura 33. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem referente a
concentragdo de B-caroteno em po, livre, a 10°C e 30°C na auséncia de luz e exposto a luz a temperatura
ambiente (252).

A Tabela 19 apresenta os valores dos parametros cinéticos e estatisticos
encontrados no estudo da estabilidade do [-caroteno livre (ndo encapsulado), em
ambientes aerdbios, através de um modelo cinético de primeira ordem. Conforme Chen
et al. (2009), varios estudos estabeleceram uma descricdio da degradacdo de
carotenoides através de um modelo de cinética de primeira ordem. Em um estudo feito

por Henry et al. (1998) no qual os carotenoides trans-p-caroteno, 9-cis-p-caroteno,
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licopeno e luteina foram avaliados quanto a degradacdo oxidativa e térmica em sistema
modelo oleoso, a cinética de degradacdo dos carotendides obedeceu a um modelo de

primeira ordem.

Tabela 19. Resultados da regressao linear quanto a degradacéo de -caroteno livre utilizando modelo
cinético de primeira ordem, nas diferentes condicdes testadas temperaturas de 10 e 30°C na auséncia de
luz e em presenca de luz a 25+2°C.

Modelo de primeira ordem

Amostra Condicéo
k. (dias™ ty(dias) R’
Luz’ 0,136 5 0.974
[-caroteno livre 30 °C™ 0,069 10 0,985
10 °C™ 0,049 14 0,977

*Temperatura ambiente 25 + 2 °C;
** Experimentos realizados no escuro.

O tempo de meia-vida (Eq.18) encontrado para o -caroteno livre foi de apenas
5 dias quando o mesmo foi exposto a luz UV, e de 10 e 14 dias, quando armazenado na
auséncia de luz a 30°C e 10°C, respectivamente. Foram encontrados outros trabalhos
que relatam a meia-vida desse composto, porém em diferentes condi¢des experimentais.
Wagner e Warthesen (1995) encontraram uma meia vida de 2,4 dias, quando o B-
caroteno foi estocado a 21°C em condi¢Oes aerdbias. Ferreira (2001) ao estudar a
cinética de degradacdo do -caroteno, utilizando sistemas modelos, encontrou perdas de
71 % em experimentos realizados na presenca de luz utilizando amido de milho como
sistema modelo e 92% utilizando fécula de batata, apds 20 dias de experimentos. Shu et
al. (2006) encontraram uma meia-vida de 20 dias para o licopeno livre armazenado a
0°C.

A Figura 34 apresenta os valores experimentais e preditos por um modelo
cinético de primeira ordem da composicdo do [-caroteno encapsulado nos diferentes
materiais de parede e estocado a 10°C em condicOes aerObias. Observa-se que nessa
temperatura j& foi possivel perceber uma notével diferengas entre os agentes testados,
visto que as capsulas compostas por amido nativo conferiram menor protecdo ao
composto encapsulado enquanto as capsulas preparadas com amido hidrolisado DE 12
conferiram maior estabilidade. As figuras correspondentes ao comportamento do f-
caroteno encapsulado em funcdo do tempo nas outras condicdes testadas estdo expostas

no Apéndice F.
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Figura 34. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem referente a
concentragdo do B-caroteno encapsulado nos diferentes materiais de parede e estocado a 10°C em
condigdes aerobias.

A Tabela 20 mostra os parametros cinéticos de primeira ordem encontrados para
as capsulas estocadas a 10 e 30°C, na presenca do oxigénio e em ambiente saturado com
nitrogénio. Observando os resultados, foi possivel verificar que na presenca do
oxigeénio, o k da reacdo aumentou consideravelmente, ou seja, 0 composto encapsulado
degradou mais rapidamente em ambas as temperaturas testadas. O amido nativo ndo
mostrou ser um bom agente encapsulante, visto que as amostras contendo amido nativo
como material de parede apresentaram maiores velocidades de reacdo quando
comparada as outras amostras. Alem disso, a 30°C a velocidade de reagdo foi maior que
a do B-caroteno livre. As capsulas que apresentaram maiores tempos de meia-vida
corresponderam as amostras contendo amido hidrolisado DE 12, pois mesmo na
presenca de oxigénio, o tempo de meia-vida do B-caroteno encapsulado foi de 57,8 e

38,5 dias, a 10 e 30°C, respectivamente.

As capsulas feitas com amido hidrolisado DE 6 promoveram uma menor
estabilidade do p-caroteno quando comparadas as capsulas preparadas com amido DE

12, visto que amidos hidrolisados com menores DE contém uma maior proporgéo de
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cadeias longas de sacarideos que formam uma barreira inflexivel e mais permeavel ao
oxigénio, permitindo uma maior oxidacdo e degradacdo do composto encapsulado
(Wagner e Warthesen, 1995). Tornou-se dificil comparar o material de parede testado
com outros, visto que diferentes técnicas e diversas condi¢cdes de armazenamento sdo
testadas para encapsular carotenoides, porém pdde-se concluir que a hidrolise aumentou
consideravelmente o potencial do amido como agente encapsulante.

Tabela 20. Resultados da regressdo linear, quanto a degradacdo de -caroteno nas capsulas preparadas a
partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE

12 sem (C) e com gelatina (CG), utilizando modelos cinéticos de primeira ordem, estocado a 10 e 30°C
em condi¢des ambientais e em atmosferas de nitrogénio.

Amostra Condicgéo Nitrogénio Ambiente (O,)
testada k; (dias™) L R® ky(dias™) ti R®
A 10°C 0,035 19,80 0,962 0,048 14,44 0,960
30°C 0,051 13,59 0,974 0,076 9,12 0,977
B 10°C 0,017 40,77 0,983 0,030 23,11 0,937
30°C 0,029 23,90 0,961 0,041 16,91 0,930
BG 10°C 0,018 38,51 0,964 0,034 20,39 0,941
30°C 0,049 14,15 0,944 0,061 11,36 0,953
C 10°C 0,01 69,31 0,941 0,012 57,76 0,904
30°C 0,015 46,21 0,981 0,018 38,51 0,969
cG 10°C 0,016 43,32 0,978 0,028 24,75 0,972
30°C 0,037 18,73 0,953 0,051 13,59 0,946

Wagner e Warthesen (1995) realizaram testes com amidos hidrolisados de
diferentes graus de DE (4, 15, 25 e 36,5) para encapsular carotendides através da
atomizacdo e encontraram uma estabilidade superior a 90 % para 0 o e B-caroteno
armazenados a 37 °C ap6s 7 semanas, em condic¢Bes anaerobias, ao utilizar amido com
DE 36,5 como agente encapsulante. Sutter et al. (2006) também estudaram a
estabilidade do -caroteno e reportaram que, a 25°C, esse composto microencapsulado
em uma matriz de manitol-fosfato pela técnica da liofilizacdo, apresentou perdas de
70% em ambientes com 11% de umidade relativa e perda quase total em ambientes com
44 % de umidade apos 63 dias.

Como o oxigénio ¢ um fator extremamente importante quando trata-se da
estabilidade de carotendides (Rodriguez-Amaya, 1999; Fennema, 2000), cabe ressaltar
que os trabalhos citados a seguir foram feitos em condices aerdbias. Desobry et al.

(1999) utilizaram matrizes de maltodextrina com DE 25 para encapsular 3-caroteno, e
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estudaram a estabilidade dos pds nas temperaturas de 25, 35 e 45°C. A 25°C o sistema
com 100 % maltodextrina DE 25 apresentou uma meia-vida de 6 semanas. O melhor
resultado foi encontrado para o sistema com 82 % de maltodextrina DE 4 e 18 % de
glicose, visto que a meia-vida foi de 17 semanas. Neste estudo, os autores concluiram
que a adicdo de mono e dissacarideos a maltodextrina reduziu o tamanho dos poros da

rede de maltodextrina, limitando a difusdo do oxigénio e protegendo o 3-caroteno.

Desobry et al.(1997) também encapsularam (3-caroteno em maltodextrina DE 25
através da liofilizacdo. O mesmo atingiu uma meia-vida de 6 semanas quando estocado
a 25°C em ambiente com umidade relativa de 32%. No estudo de estabilidade de
licopeno microencapsulado por spray drying, utilizando goma arabica como material de
parede, Matioli e Rodriguez-Amaya (2002) constataram que no 18° dia, houve perda de
50% deste carotendide armazenado a temperatura ambiente. Shu et al. (2006) avaliaram
a estabilidade de microcapsulas de licopeno em gelatina e sacarose por spray drying,
armazenadas a 0 °C em sacos plasticos transparentes e constataram que houve perda de
apenas cerca de 15% apos 28 dias.

Os resultados encontrados para as capsulas expostas a luz UV e armazenadas no
escuro, mostrando os pardmetros cinéticos de primeira ordem estdo expostos na Tabela
21. A acdo da luz aumentou consideravelmente o k da reacdo quando comparado ao
encontrado nas amostras armazenadas no escuro e nas outras condicfes testadas (10 e
30°C). O P—caroteno encapsulado com amido nativo apresentou velocidade de
degradacdo similar ao composto livre, 0 que indica que grande parte do composto esta
presente na superficie, comprovando a baixa capacidade do amido sem modificacdo de

formar filme

A Figura 35 apresenta o comportamento do -caroteno encapsulado com amido
hidrolisado DE 12 nas diferentes condicOes testadas. Verificou-se que mesmo com esse
material de parede, a luz influenciou consideravelmente na estabilidade do nucleo. A
menor estabilidade do composto encapsulado frente a esse fator pode estar relacionada
com reacOes de isomerizacdo e, sobretudo pela potencializacdo das reacdes de auto-
oxidacéo e foto-oxidacdo (Nachtigal et al., 2009).
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Tabela 21. Resultados da regressdo linear quanto a degradacao de B—caroteno nas capsulas preparadas a
partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE
12 sem (C) e com gelatina (CG), utilizando um modelo cinético de primeira ordem, para as amostras
expostas a luz e armazenadas no escuro a temperatura ambiente (25£2°C), em condi¢fes ambientais de

oxigénio.
Modelo de primeira ordem
Amostra Condicéo — .
k;(dias™) ty, R
A Luz 0,149 4,65 0,971
Escuro 0,074 9,37 0,912
B Luz 0,085 8,15 0,960
Escuro 0,031 22,36 0,973
BG Luz 0,101 6,86 0,951
Escuro 0,057 12,16 0,975
C Luz 0,025 27,73 0,950
Escuro 0,016 43,32 0,918
cG Luz 0,094 7,37 0,931
Escuro 0,037 18,73 0,957
0,9
: A
0,8 { 10 C/ambiente
07 - W30 C/ambiente A
A luz/ ambiente
0,6 1 |
X Escuro/ ambiente
% 0.5 1 X10 C/nitrogénio z
S o " S
b= ) @30 C/nitrogénio ‘ % *
X * X
0,3 ; . ®
02 | S
01 - i §
0 : - - - - .
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (dias)

Figura 35. Valores experimentais para o 3-caroteno encapsulado com amido hidrolisado DE 12 e
estocado em diferentes condic¢Ges: 10°C e 30°C na presenga e auséncia de oxigénio, e na presenca e
auséncia de luz com oxigénio a temperatura ambiente.
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Wagner e Warthesen (1995) encontraram perdas de 90% para 0 o e -caroteno
encapsulado com amido hidrolisado DE 4, na presenca da luz, e 70 % utilizando amido
DE 36,5. Os autores, além de observarem o efeito da luz, verificaram que 0 amido com
maior grau de hidrdlise promoveu maior estabilidade ao ndcleo, resultados similares aos
encontrados neste trabalho. Outros carotendides também apresentaram sensibilidade
quando estocados na presenca da luz (Prentice-Hernandez e Rusig, 1999; Matioli e
Rodriguez-Amaya, 2003; Nachtigal et al. , 2009).

Prentice-Hernandez e Rusig (1999) estudaram a estabilidade a luz do extrato de
bixina microencapsulado em maltodextrina em relagdo ao extrato base. A perda de
bixina foi de quase a metade no extrato base, no primeiro dia de exposicéo a luz, e de 2
dias no extrato microencapsulado. Porém, apos 30 dias a bixina remanescente no extrato
microencapsulado foi 17,87% e no extrato base foi de apenas 1,69%. Ja no caso das
amostras colocadas na auséncia de luz, a quantidade de bixina remanescente ap6s 30
dias foi de 96 % no extrato microencapsulado. Matioli e Rodriguez-Amaya (2002)
encapsularam licopeno em goma ardbica e maltodextrina através da liofilizacdo e
encontraram um tempo de meia vida de 13 dias no escuro e 10 dias na presenca de luz,

em temperatura ambiente.

Bons resultados foram obtidos por Matioli e Rodriguez-Amaya (2003) ao
encapsular licopeno em vy-ciclodextrina, visto que o pigmento se manteve estavel
durante 40 dias, tanto na presenca como na auséncia de luz, em ambientes com

temperaturas variando de 25 a 35 °C.

A Tabela 22 apresenta os resultados referentes a estabilidade do (-caroteno
verificada no presente com os resultados obtidos por outros autores ao encapsular

carotenoides em diferentes materiais de parede e técnicas encapsulantes.
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Tabela 22. Quadro comparativo referente a estabilidade de carotendides encapsulados em diferentes
materiais de parede, expostos a diversas condi¢es de estocagem.

Carotendide  Material de _— Condicao de Perdas
Autor Técnica durante a
encapsulado parede estocagem
estocagem
Presente amido de Coe luz - 4 semanas 0
trabalho [-caroteno pinhio DE 12 liofilizagdo (condicdes aerobias) perda de 50%
Presente amido de P escuro - 43 dias 0
trabalho [-caroteno pinhio DE 12 liofilizagdo (condicdes aerobias) perda de 50%
Presente amido de e 10°C - 57 dias 0
trabalho -caroteno pinhdo DE 12 liofilizagdo (condigdes aerobias) perda de 50%
Presente amido de e 30°C - 38 dias 0
trabalho -caroteno pinhdo DE 12 liofilizagdo (condicGes aerdbias) perda de 50%
Sutter et al. _caroteno matriz manitol liofilizacio 25°C - 63 dias perda quase
(2006) B fosfato ¢ (44% de UR) total
Mat.'o" € . . . inclusdo Luz - 40 dias perda menor
Rodriguez- licopeno  y-ciclodextrina 1o jar (condigBes aerdbias) ue 1%
Amaya (2003) ¢ g
Matioli e goma arébica .
Rodriguez- licopeno e liofilizagAo (conlzjtijzﬁ-eiggrlgzias) perda de 50 %
Amaya (2002) maltodextrina ¢
Matioli e 0 ;
Rodriguez- licopeno goma arabica atomizacéo (cozn?ji %ca-slfe?c’;z?as) perda de 50 %
Amaya (2002) ¢
82% de
Desobry et al. maltodextrina s 25 °C -17 semanas 0
(1999) [-caroteno +18% de atomizacéo (condicdes aerobias) perda de 50 %
glicose
Desobry et al. maltodextrina . .. 25 °C - 6 semanas 0
(1997) [-caroteno DE 25 liofilizacdo (condicdes aerobias) perda de 50 %
Wagner e e B- amido de
Warthesen aef . atomizacéo Luz - 8 semanas perda de 90 %
caroteno milho DE 4
(1995)
Wagner e .
Warthesen oe - .fhm'do de atomizagao 37°C - 7 semanas perda meonor
(1995) caroteno milho DE 36,4 que 10 %

Cabe ressaltar que os experimentos de caracterizacdo e estabilidade executados

neste trabalho ndo sdo suficientes para provar que o amido hidrolisado de pinhdo pode

ser utilizado como agente encapsulante em sistemas alimenticios. Logo sdo necessarios

mais testes que permitam a confirmacdo dessa hipdtese. S0 necessarios testes que

comprovem a aplicabilidade deste tipo de material de parede em sistemas alimenticios,

assim como a liberagdo do composto ativo.

O modelo de Weibull (Eq.19) foi utilizado a fim de verificar se os dados

experimentais se ajustariam a um modelo matematico diferente dos tradicionalmente

empregados para modelagem de degradacdo de carotenoides.

Esse modelo é



Capitulo 5 — Resultados e Discusséo

97

amplamente utilizado para ajustar dados de inativacdo térmica de enzimas bem como a
degradacdo térmica de alguns compostos como a clorofila e a tiamina (Corradini e
Peleg, 2004).

O modelo de Weibull foi adaptado aos dados experimentais utilizando o amido
DE 12 como material de parede. Os valores encontrados para os parametros b e n, bem
como o coeficiente de determinacdo (R?) estdo expostos na Tabela 23.

Tabela 23. Resultados da regressdo linear quanto a degradacgdo de 3-caroteno nas capsulas feitas com
amido hidrolisado DE 12, expostas em diferentes condicGes de estocagem, utilizando o modelo de

Weibull.
Condicao Distribuicdo de Weibull
b n R’

10°C - ambiente 0,050 0,615 0,977
30°C - ambiente 0,010 1,182 0,980
Escuro (25°C) - ambiente 0,036 0,762 0,992
Luz (25°C) - ambiente 0,014 1,197 0,983
10°C - nitrogénio 0,026 0,742 0,994
30°C - nitrogénio 0,012 1,036 0,979

Tentou-se ajustar os parametros b e n obtidos nas temperaturas de 10, 25 e 30°C ao
modelo log-logistico (Eg.20), porém ndo foi possivel ajustar o parametro b a esse
modelo,visto que os coeficientes foram negativos e 0 parametro n apresentou um ajuste
pobre (R*= 0,761) com k’ e T, iguais a 0,047°C™ e 16,165°C, respectivamente. Quando
esse modelo ndo apresenta um bom ajuste, é possivel utilizar outro em particular ou
uma expressdo baseada no minimo de parametros (Peleg, 2002). Cabe ressaltar que nem
sempre 0 b(T) aumenta com a temperatura, visto que outros autores também néo

conseguiram adaptar esse parametro ao modelo log-logistico.

Shalini et al.(2008) e Chen e Hoover (2004) encontraram modelos polinomiais
para ajustar os coeficientes. Shalini et al. (2008) ajustaram os dados relativos a
inativacdo da peroxidase a um polindbmio de ordem quatro e Chen e Hoover (2004)
encontraram uma equacgdo linear ao inativar Listeria monocytogenes. Além disso,
também é importante ressaltar a relagdo entre b(T) e n(T) com a temperatura. Neste
trabalho com o0 aumento da temperatura, ocorreu decréscimo dos valores de b e aumento

dos valores de n.
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Os valores de n variaram de 0,615 a 1,182, na distribuicdo de Weibull, n < 1 indica
que a curva semi-logaritimica tem uma concavidade para baixo, e n >1 indica que a
curva tem um comportamento de “ombro” com a concavidade para cima (Peleg, 2003).
Observou-se que a 10 e 25°C o n foi menor que 1 e a 30°C o n foi maior que 1,
indicando que inicialmente existe uma maior resisténcia a degradacéo, e com o tempo
ocorre um aumento na sensibilidade do composto (Figura 36). Os modelos de reacgdo de
primeira ordem e de Weibull renderam um bom ajuste dos dados, porém o modelo de
Weibull apresentou maiores valores de R? (0,97-0,99) quando comparados aos
encontrados no modelo de primeira ordem (0,90-0,98). Os valores x® variaram de
6 x 10° a 9 x 10™ para a distribuicdo de Weibull e entre 3 x 10* a 1,2 x 10 para o
modelo de primeira ordem e os valores de ERM para Weibull também foram inferiores
aos do modelo de primeira ordem, variando de 0,67 a 3,58 e 1,77 a 4,16,
respectivamente. Contudo, conclui-se que o modelo de Weibull mostrou ser um bom
modelo de ajuste, visto que o mesmo apresentou melhores parametros estatisticos que o

modelo de primeira ordem, mais utilizado na degradacao de carotendides.

11
1,0 #10°C
09 | | . m30°C
|
08 | ¢ .
O
S o7 : .
= *
0,6 -
]
05 -
0,4 . . : : - -
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (dias)

Figura 36. Valores experimentais referentes a concentracéo do B-caroteno encapsulado com amido
hidrolisado DE 12 e estocado a 10 e 30°C em condi¢des ambientais de oxigénio.
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5.4 Analise colorimétrica

Através da colorimetria foi possivel avaliar as alteraces qualitativas sofridas
pelo pigmento microencapsulado nos diferentes materiais de parede testados nas
condicdes avaliadas, visto que ocorreram mudancas consideraveis na cor das amostras
(Apéndice G) assim como nas coordenadas analisadas. O -caroteno puro tem uma cor
vermelha escura enquanto o amido é branco, quando misturados e secos, as capsulas
tiveram valores iniciais de L* de 69,12 + 0,25 a 72,34 + 0,16, de a* de 20,45 £ 0,16 a
23,14 £ 0,42 e de b* de 12,13 + 0,34 a 16,33 £ 0,67.

A Figura 37 apresenta o comportamento do pardmetro colorimétrico L*
(luminosidade) em funcdo do tempo, referente as capsulas armazenadas no escuro e
expostas a luz UV, na presenca do oxigénio. Foi constatado um aumento nos valores
desse parametro no decorrer dos experimentos, indicando que as amostras foram
tornando-se mais claras, visto que essa componente cromatica € a medida de cor no eixo
preto-branco. As amostras que apresentaram maior aumento no valor de L*
correspondem as capsulas preparadas com amido nativo, enquanto as capsulas
preparadas com amido hidrolisado apresentaram menor aumento desse parametro.
Quando expostas a luz UV, as céapsulas preparadas com amido nativo apresentaram
maiores valores de L*, diferente das capsulas preparadas com amido hidrolisado que

apresentaram valores semelhantes aos encontrados nas amostras armazenadas no escuro.

O comportamento do parametro colorimétrico a* em funcdo do tempo, referente
as capsulas colocadas no escuro e expostas a luz UV, estd apresentado na Figura 38.
Essa coordenada sofreu tendéncia de redugéo nos seus valores, indicando que ao longo
do tempo a contribuicdo da coloracdo vermelha foi reduzindo, devido a degradacdo do
composto encapsulado (Thiagu et al., 1993). As amostras contendo amido nativo
apresentaram maior decaimento desses valores, ou seja, essas amostras foram as que
mais perderam a coloracdo rosada e consequentemente, as que mais sofreram

degradacéo.

O comportamento da coordenada cromatica b* em funcdo do tempo esta
apresentado na Figura 39. Esse parametro ndo foi um bom indicador da retencdo de
carotenoides, visto que ele caracteriza o eixo azul-amarelo e essas cores ndo foram
dominantes nas amostras. Durante a estocagem, aconteceram pequenas oscilagdes nos

valores de b* que podem estar relacionadas com as hipoteses de isomerizacdo e
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reisomerizacdo, visto que as reacOes de auto-oxidacao e reversao sdo competitivas e se a
forma trans degrada a forma cis também o faz (Boscovic, 1979; Nachtigal et al., 2009).
Resultados semelhantes foram reportados por Desobry et al. (1997) e Desobry et al.
(1999) que avaliaram colorimetricamente [(-caroteno encapsulado em sistemas de
maltodextrina e observaram que o L* (luminosidade) e o a* (vermelhiddo) sdo os
pardmetros mais sensiveis na retencdo de B-caroteno durante a estocagem, ocorrendo
aumento dos valores de L* e decaimento dos valores de a*. Sutter et al. (2007)
também analisaram colorimetricamente o [p-caroteno encapsulado em matrizes de
manitol-fosfato e concluiram que a coordenada a* foi o0 parametro mais representativo
das mudangas de cor ocorridas nas amostras, ao contrario do b* que ndo foi um bom

indicador.
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Figura 37. Mudancas ocorridas no parametro de cor L* em funcdo do tempo, para as capsulas

preparadas a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido

hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG), armazenadas no escuro (a) e expostas a luz UV (b) a

temperatura ambiente (25 £ 2 °C).
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Figura 38. Mudancas ocorridas no parametro de cor a* em funcdo do tempo, para as capsulas preparadas
a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado
DE 12 sem (C) e com gelatina (CG),armazenadas no escuro () e expostas a luz UV (b) a temperatura
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Figura 39. Mudancas ocorridas no parametro de cor b* em funcdo do tempo, para as capsulas preparadas
a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado
DE12 sem (C) e com gelatina (CG), armazenadas no escuro (a) e expostas a luz UV (b) a temperatura
ambiente (25 + 2 °C).
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O comportamento do angulo de tonalidade (H*) estd apresentado na Figura 40 e
as mudancas ocorridas no Chroma (C*) em fungdo do tempo, referente as capsulas
colocadas armazenadas no escuro e expostas a luz UV estdo apresentadas na Figura 41.

Para a analise do angulo de tonalidade, o H*= 0° é fixado no eixo horizontal a+
(vermelho) e, girando no sentido anti-horéario, tem-se, H*= 90° (amarelo), H*= 180°
(verde) e H*=270 ° (azul) (Alves et al., 2008). Sabendo que o H* entre 0° e 90°
caracteriza a qualidade da cor de vermelho a amarelo, pode-se afirmar que ocorreu
perda da coloracdo avermelhada das amostras, visto que ocorreu um acréscimo nos
valores da tonalidade com o tempo (Alves et al., 2008). Ja para o0 Chroma ou grau de
saturacdo da cor, ocorreu declinio dos valores com o tempo. Observou-se maior
decaimento desse pardmetro nas capsulas expostas a luz UV, principalmente, as
preparadas com amido nativo, indicando que estas amostras sofreram maiores mudangas
na matiz original. Os comportamentos desses dois parametros indicaram que mudancas
ocorreram na cor das amostras ao longo do tempo e, consequentemente, no contetudo

das mesmas.
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Figura 40. Mudangas ocorridas no angulo de tonalidade (H*) em fungdo do tempo, para as capsulas
preparadas a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido
hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG), armazenadas no escuro (a) e expostas a luz UV (b), a

temperatura ambiente (25 + 2 °C).
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Figura 41. Mudangas ocorridas no Chroma (C) em fungdo do tempo, para as capsulas preparadas a partir
de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12
sem (C) e com gelatina (CG),armazenadas no escuro (a) e expostas a luz UV (b), a temperatura ambiente.

A Figura 42 apresenta as mudancas ocorridas no AE*, em fungédo do tempo, das
capsulas colocadas no escuro e expostas a luz UV. Os valores de AE* aumentaram
consideravelmente com o tempo, ou seja, as amostras ndo apresentaram a mesma
coloracdo inicial. Cabe ressaltar que quanto maior o valor de AE*, maior a diferenca

total de cor da amostra analisada em relacdo & amostra inicial. As cépsulas contendo
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amido hidrolisado diferiram pouco nas condicfes testadas, ao contrario das amostras
preparadas com amido nativo que apresentaram maiores diferencas de cor,

especialmente, quando expostas a luz UV.
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Figura 42. Mudangas ocorridas na diferenca de cor total (AE*) em funcédo do tempo, para as capsulas

preparadas a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido

hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG),armazenadas no escuro (a) e expostas a luz UV (b), a
temperatura ambiente.
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Os dados experimentais obtidos para os parametros de cor (L* e a*), diferenca
de cor total (AE*), tonalidade (H*) e Chroma (C*) foram ajustados utilizando
diferentes modelos cinéticos. A analise de regressao foi aplicada as equacges cinéticas
de ordem zero e de primeira ordem. As Tabelas 24 a 27 mostram 0s parametros
cinéticos obtidos nestes ajustes, para as amostras expostas a luz UV, armazenadas no
escuro e estocadas a 10°C e 30°C, respectivamente. Os resultados revelaram que 0s
modelos cinéticos de ordem zero e de primeira ordem apresentaram coeficientes de
determinacéo similares (R?), em relacéo aos parametros L*, a*, H* e C*. Quando isso
acontece opta-se pelo modelo mais simples, neste caso, pelo modelo de ordem zero. Por
outro lado, os dados referentes a diferenca de cor total (AE*) ajustaram-se melhor ao
modelo cinético de ordem zero. Lopes et al. (2005) também adaptaram modelos
cinéticos ao estudar parametros de cor ligados a estabilidade de carotendides da polpa
de pitanga congelada. O parametro a* foi ajustado a um modelo de primeira ordem e o
(AE*) a um modelo de ordem zero. Valores experimentais de a* também foram
ajustados a um modelo cinético de ordem zero por Sutter et al. (2007) ao estudarem as

mudancas ocorridas na matiz do [3-caroteno encapsulado com manitol.

O parametro cinético k, que corresponde a velocidade de reacdo (formagdo ou
degradacéo), foi maior para as amostras contendo amido nativo em todas as condigdes
testadas e para todos os parametros analisados (L*, a*, H*, C* e AE*). Logo, pode-se
concluir que o B-caroteno encapsulado em matrizes de amido nativo apresentou maior
suscetibilidade as condicGes testadas. Esses resultados sdo similares aos apresentados
nos outros testes de estabilidade, que confirmam o baixo potencial encapsulante deste

material.
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Tabela 24. Resultados da regressdo linear dos pardmetros de cor (L* e a*), diferenga de cor total (AE*),
angulo de tonalidade(H*) e Chroma (C*) utilizando modelos cinéticos de ordem zero e primeira ordem
para as capsulas expostas a luz UV preparadas a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem
(B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostra Parametros Modelo de ordem zero Modelo de primeira ordem
Ko Co R® Ky Co R®

L* 0,687 76,023 0,85 0,008 76,461 0,83

a* -0,571 17,764 0,87 -0,064 19,736 0,973

A AE* 0,904 4,420 0,851 0,046 8,190 0,705
H* 1,111 31,370 0,968 0,024 32,395 0,975

c* -0,508 20,878 0,778 -0,041 22,433 0,884

L* 0,516 70,416 0,827 0,006 70,688 0,810

a* -0,287 21,564 0,991 -0,016 21,707 0,983

B AE* 0,564 1,684 0,847 0,051 4,280 0,687
H* 0,413 28,606 0,970 0,012 28,772 0,977

c* -0,183 24,461 0,948 -0,008 24,516 0,946

L* 0,684 71,735 0,920 0,008 72,128 0,901

a* -0,457 21,348 0,943 -0,031 22,042 0,975

BG AE* 0,827 2,624 0,929 0,053 6,087 0,794
H* 0,580 30,024 0,957 0,016 30,303 0,972

c* -0,420 24,76 0,903 -0,023 25,333 0,941

L* 0,336 72,423 0,976 0,004 72,463 0,974

ax -0,246 22,518 0,936 -0,013 22,693 0,953

c AE* 0,401 1,725 0,918 0,051 3,26 0,790
H* 0,297 31,893 0,930 0,008 31,970 0,936

Cc* -0,223 26,671 0,792 -0,010 26,832 0,815

L* 0,648 69,827 0,964 0,008 70,124 0,954

a* -0,415 22,869 0,979 -0,024 23,285 0,989

G AE* 0,762 0,994 0,978 0062 4273 0859
H* 0,579 29,396 0,954 0,016 29,657 0,969

C* -0,354 26,325 0,942 -0,016 26,628 0,960

ko, velocidade de reagdo de ordem zero; k; velocidade de rea¢do de primeira ordem; Co constante.
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Tabela 25. Resultados referentes aos pardmetros de cor (L* e a*), diferenca de cor total (AE*), &ngulo de
tonalidade (H*) e Chroma (C*) utilizando modelos cinéticos de ordem zero e primeira ordem, para as
amostra armazenadas no escuro a temperatura ambiente preparadas a partir de amido nativo (A), amido
hidrolisado DE 6 sem (B) e com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostra Parametros Modelo de ordem zero Modelo de primeira ordem
Ko Co R’ K, Co R?

L* 0,576 75,326 0,885 0,008 75,617 0,868

a* -0,380 18,352 0,847 -0,030 18,992 0,888

A AE* 0,688 3,423 0,876 0,047 6,128 0,747
H* 0,844 33,410 0,968 0,019 34,170 0,960

c* -0,272 22,348 0,800 -0,015 22,637 0,832

L* 0,499 70,659 0,875 0,007 70,651 0,866

a* -0,221 22,665 0,928 -0,011 22,798 0,941

B AE* 0,530 2,041 0,882 0,049 4,310 0,733
H* 0,413 28,606 0,970 0,012 28,879 0,978

c* -0,206 27,880 0,958 -0,008 27,926 0,962

L* 0,588 71,676 0,922 0,008 71,705 0,910

a* -0,323 21,628 0,921 -0,018 21,741 0,954

BG AE* 0,670 2,319 0,926 0,052 5,068 0,793
H* 0,608 30,776 0,996 0,016 31,207 0,991

c* -0,222 25,156 0,793 -0,010 25,318 0,814

L* 0,318 73,371 0,937 0,004 73,450 0,931

a* -0,149 20,861 0,866 -0,008 20,864 0,882

c AE* 0349 1912 0,845 0042 3161 0744
H* 0,269 34,438 0,941 0,007 34,512 0,941

c* -0,082 24,407 0,966 -0,004 24,415 0,970

L* 0,544 70,759 0,937 0,007 71,001 0,924

a* -0,313 22,479 0,921 -0,017 22,739 0,941

G AE* 0627 1,790 0,944 0054 4384 0816
H* 0,608 31,185 0,989 0,015 31,651 0,978

c* -0,215 26,673 0,915 -0,009 26,789 0,928

ko, velocidade de reacdo de ordem zero; k; velocidade de rea¢do de primeira ordem; Co, constante.
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Tabela 26. Resultados referentes aos pardmetros de cor (L* e a*), diferenca de cor total (AE*), angulo de
tonalidade (H*) e Chroma (C*) utilizando modelos cinéticos de ordem zero e primeira ordem, para as
amostra armazenadas a 10°C preparadas a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e
com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostra Parametros Modelo de ordem zero Modelo de primeira ordem
Ko Co R’ ki Co R?

L* 0,537 74,133 0,935 0,006 74,353 0,924

a* -0,281 18,500 0,783 -0,020 18,907 0,827

A AE* 0,601 2,326 0,904 0,051 4,749 0,775
H* 0,549 35,102 0,808 0,013 35,606 0,782

c* -0,201 22,590 0,769 -0,010 22,756 0,796

L* 0,418 70,573 0,861 0,005 70,742 0,850

a* -0,210 22,651 0,916 -0,011 22,790 0,935

B AE* 0,492 0,791 0,946 0,058 2,964 0,811
H* 0,421 28,855 0,975 0,012 29,097 0,968

c* -0,188 27,206 0,850 -0,008 27,305 0,866

L* 0,473 70,065 0,935 0,006 70,246 0,924

a* -0,208 22,424 0,828 -0,011 22,584 0,853

BG AE* 0,508 1,352 0,928 0,054 3,558 0,785
H* 0,439 30,506 0,99 0,012 30,723 0,989

c* 0,172 25,946 0,920 -0,007 26,023 0,932

L* 0,457 69,597 0,938 0,006 69,635 0,931

a* -0,116 21,632 0,969 -0,006 21,632 0,969

c AE* 0351 1410 0,884 0,049 2881 0,741
H* 0,217 33,568 0,81 0,006 33,670 0,793

c* -0,040 24,872 0,920 -0,001 24,873 0,939

L* 0,464 70,881 0,946 0,006 71,053 0,935

a* -0,206 21,665 0,801 -0,011 21,786 0,811

G AE* 0499 1749 0,933 0,053 3710 0815
H* 0,352 32,654 0,817 0,009 32,914 0,793

c* -0,146 26,635 0,833 -0,006 26,694 0,854

ko, velocidade de reacdo de ordem zero; k; velocidade de rea¢do de primeira ordem; Cy, constante.
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Tabela 27. Resultados referentes aos pardmetros de cor (L* e a*), diferenca de cor total (AE*), &ngulo de
tonalidade (H*) e Chroma (C*) utilizando modelos cinéticos de ordem zero e primeira ordem, para as
amostra armazenadas a 30°C preparadas a partir de amido nativo (A), amido hidrolisado DE 6 sem (B) e
com gelatina (BG) e amido hidrolisado DE 12 sem (C) e com gelatina (CG).

Amostra Parametros Modelo de ordem zero Modelo de primeira ordem
Ko Co R? ki Co R?
L* 0697 75249 0,910 0,008 75641 0,892
a* 0545 18583 0,927 -0,050 19,735 0,960
A AE* 0,885 3,146 0,923 0,053 6,646 0,802
H* 1266 31,945 0,958 0,026 33164 0,969
c* 0399 22074 0876 -0,024 22657 0,915
L* 0410 72,252 0,99 0,005 72,352 0,987
a* 0271 22283 0,896 -0,015 22,468 0,906
B AE* 0,615 1,584 0,951 0,056 4,143 0,823
H* 0,380 33841 0,900 0,010 33910 0,906
c* 0218 26689 0,790 -0,009 26,839 0811
L* 0670 71,543 0,940 0,008 71,900 0,924
a* 0433 21,881 0,972 -0,027 22393 0,988
BG AE* 0,794 2,066 0,953 0,056 5,360 0,826
H* 0,735 30570 0,983 0,018 31,165 0,978
Cc* 0338 25492 0,939 -0,016 25768 0,955
L* 0560 70,263 0,942 0,007 70520 0,929
a* 0229 21128 0,966 -0,013 21247 0,970
c AE* 0,460 1,424 0,047 0,057 3,104 0,862
H* 0563 29,750 0,945 0,015 30,178 0,933
Cc* 0120 24327 0,946 -0,005 24353 0,947
L* 0634 70386 0,974 0,008 70,670 0,964
a* 0421 22,902 0971 -0,024 23275 0,971
CG AE* 0,759 1,250 0,082 0,061 4,352 0,878
H* 0714 30635 0,991 0,018 31,157 0,992
Cc* 0334 27116 0,986 -0,014 27,297 0,986

ko, velocidade de reag&o de ordem zero; k; velocidade de reagéo de primeira ordem; Co, constante.
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Conclusoes

Os resultados obtidos neste trabalho permitem escrever as conclus@es listadas a
seguir.
- Os testes preliminares de hidrolise mostraram que o tipo de acido (HCI ou H,SOy)
utilizado ndo afetou significativamente os resultados de dextrose equivalente (DE)
encontrados. O tempo de hidrélise foi um parametro significativo, visto que até 6 horas
de reacdo obteve-se uma porcentagem de hidrolise muito baixa.

- A partir do planejamento experimental, verificou-se que os valores de dextrose
equivalente sdo maiores em temperaturas e concentracbes mais elevadas, porém em
faixas de temperaturas mais baixas, a concentracdo de é&cido ndo influencia

significativamente no valor de DE.

- Houve formacdo de microparticulas para todos os sistemas estudados nesse projeto,
porém o amido nativo ndo foi considerado um bom agente encapsulante devido aos
valores de eficiéncia e conteudo superficial, assim como os resultados apresentados nos

testes de estabilidade.

- A formulacdo contendo amido DE 12, apresentou a maior retencdo de (-caroteno, e
menor conteudo superficial, indicando que houve a formacdo de um filme estavel na
superficie da capsula, o que resultou em menor perda de 3-caroteno durante os testes de

estabilidade.

- A utilizagdo de gelatina resultou em encapsulados com menor conteudo superficial de

[-caroteno, porém nos testes de estabilidade os resultados foram inferiores aos
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encontrados para as amostras sem gelatina, esses resultados podem ser explicados pela

estrutura apresentada pelas particulas.

- As microparticulas liofilizadas preparadas com amido se apresentaram
aproximadamente esféricas, com parede lisas e homogéneas, sem poros e com algumas
protuberancias. A utilizacdo de gelatina resultou em diferencas morfoldgicas, visto que

as particulas apresentaram formas mais indefinidas e superficies rugosas.

- O tamanho médio volumétrico de todas as microcapsulas variou de 20 a 30 um, ou
seja, ocorreram poucas diferencas entre as amostras quanto a este parametro. O tamanho
médio das microcépsulas liofilizadas foi maior para os encapsulados onde a formulagéo

apresentava amido nativo e gelatina.

- As temperaturas de transicdo vitrea das capsulas preparadas com amido nativo e
hidrolisado foram muito proximas, apenas a formulacdo contendo amido nativo e

gelatina apresentou a maior Ty (90 °C).

- Os perfis das isotermas a 10, 20 e 30° C das capsulas feitas com amido 12 DE foram
predominantemente do tipo sigmoide, caracteristico das curvas do Tipo Il, e 0 modelo
que melhor se ajustou aos dados experimentais na faixa de temperatura estudada foi o
de Peleg. Além disso, verificou-se que nem sempre as isotermas em diferentes

temperaturas apresentam separa¢do consistente ao longo de toda a curva.

- O contetdo de umidade de monocamada (Xn,), que é um importante parametro para
predizer as condi¢bes de armazenamento e a deterioracdo de alimentos, obtido pelos
modelos de GAB e BET, possui valores muito préximos na faixa de temperatura
estudada, sendo que 0s mesmos mostraram um pequeno acréscimo no teor de umidade

de monocamada, com o0 aumento da temperatura.

- A degradacdo do B-caroteno encapsulado nas diferentes matrizes seguiu cinética de
primeira ordem, além disso os dados referentes a degradagéo utilizando amido DE 12 se

ajustaram adequadamente ao modelo de Weibull.

- O processo de encapsulacdo foi efetivo ja que o (-caroteno livre apresentou uma
velocidade de reacdo entre 4 e 6 vezes mais rapida que nos pos encapsulados com
amido DE 12.
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- Ocorreram consideraveis diferencas na degradagdo do -caroteno quando o mesmo foi
exposto a 10° e a 30° C. Logo, conclui-se que a temperatura influenciou
consideravelmente a estabilidade do pigmento, conforme esperado. A luz UV também
correspondeu a um fator muito importante na conservagdo do pigmento, visto que foram
obtidos os menores tempos de meia-vida quando as capsulas foram expostas a este

fator.

- A analise colorimétrica mostrou ser uma boa analise para avaliar qualitativamente as
mudancas de cor ocorridas no pigmento encapsulado, visto que os parametros L* e a*

sofreram alteragBes consideraveis com o tempo.

- Os experimentos executados neste trabalho provaram que o processo de hidrolise
aumentou, consideravelmente, o potencial do amido de pinhdo como agente

encapsulante.
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Sugestodes para Trabalhos Futuros

- Estudar maneiras de otimizar o descascamento do pinhdo, visto que para obter o amido
€ necessario retirar a casca e a pelicula interna da semente do pinhdo que sdo feitas

manualmente.

- Avaliar outras técnicas encapsulantes como a atomizacdo, visto que o amido

hidrolisado produz, aparentemente, suspensdes com baixa viscosidade.

- Testar modifica¢6es no amido hidrolisado incluindo ligagdes de grupamentos lipofilos,
para aumentar sua afinidade com compostos apolares, visto que o amido hidrolisado

possui baixa capacidade emulsificante.

- Avaliar a inclusdo de monossacarideos a matriz encapsulante e verificar a estabilidade

conferida ao nucleo.

- Testar novas técnicas de modificacdo no amido de pinhdo como a esterificacédo,
fosforilacdo e a oxidacdo e verificar o potencial desses materiais como agentes

encapsulantes.

- Avaliar a estabilidade de outros compostos ativos utilizando o amido hidrolisado de

pinhdo como material de parede.

- Avaliar a combinacdo desses materiais com outros agentes importantes como a goma
arabica, maltodextrinas comerciais entre outros, a fim de melhorar propriedades como a

solubilidade em agua fria e ampliar o seu campo de uso.

- Avaliar a estabilidade das microparticulas frente a outros fatores como a umidade
relativa.
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- Estudar possibilidades de incorporacdo das microparticulas liofilizadas em sistemas
alimenticios.

- Verificar a estabilidade do composto encapsulado apds a incorporacdo no sistema
alimenticio.
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Apéndice A

Solubilidade dos sais utilizados para construir as isotermas de sor¢ao

A Figura A.1 apresenta a solubilidade em &gua dos sais utilizados para obtencdo

das isotermas de sorgéo, em diferentes temperaturas.

Figura A 1. Solubilidade dos sais utilizados para determinar as isotermas de adsor¢do das microcapsulas
de amido de pinhdo, em diferentes temperaturas.

Solubilidade (g. 100 ml de H,0™)

Sais\Temperatura

10°C 20°C 30°C
LiCl 73,79 83,5 86,2
CH;COOK 233 256 283
MgCl, 52,32 54,6 55,8
K2CO3 107,03 111 114
NaNO; 76,67 80,8 87,6
NaCl 35,72 35,9 36,1
KCI 30,90 34,2 37,2
BaCl, 33,12 35,8 38,1
CuSO,4 16,82 20,04 23,91

Fonte: Lide (1996)
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Apéndice B

Curva padrdo para conversao da absorbancia em equivalente de

dextrose (mg de glicose. mL de solugdo™)

A Figura B.1 representa a curva padrdo para conversdo da absorbancia (nm) em
DE (mg de glicose. mL de solucdo™) para amostras com DE < 1. E a Figura B.2 é

utilizada quando as amostras apresentam DE > 1.
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Figura B 1. Curva padréo para conversdo da absorbancia em DE (mg de glicose. mL de solucéo™) para
amostras com DE < 1.
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Figura B 2. Curva padréo para conversdo da absorbancia em DE (mg de glicose. mL de solucéo™) para
amostras com DE >1.
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Apéndice C

Espectro de varredura de B-caroteno em hexano.

Abs

0 . . .
350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)
Figura C 1. Espectro de varredura de [3-caroteno puro em hexano.
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Figura C 2. Espectro de varredura de 3-caroteno extraido da capsula preparada com amido hidrolisado
apo6s 15 dias, em hexano.
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Figura C 3. Espectro de varredura de -caroteno extraido da capsula preparada com amido nativo apds 15
dias, em hexano.
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Apéndice D

Curva padrdao para determinacdo da concentracdo de B-caroteno

(Ppm)

A Figura D.1 apresenta a curva padrdo para conversdo da absorbancia (nm) em

ppm de B-caroteno, utilizando hexano como solventes de extracdo. Para plotar estas

curvas utilizou-se a média de trés repeticoes.
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Figura D 1. Curva padrdo para conversao da absorbancia (454 nm) em ppm de -caroteno, usando hexano
como solvente de extragdo e quantificacdo.



Apéndice E 141

Apéndice E

Histogramas da distribuicéo do tamanho de particula
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Apéndice F

As Figuras abaixo apresentam o comportamento do [-caroteno
encapsulado nos diferentes materiais de parede nas diferentes

condicdes de estocagem testadas.

35

Tempo (dias)

Figura F 1. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem para o -caroteno
encapsulado e estocado a 30°C em condigdes aerobias.
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Figura F 2. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem para o 3-caroteno
encapsulado e estocado a luz em condicGes aerdbias.
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Figura F 3. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem para o 3-caroteno
encapsulado e estocado no escuro em condicOes aerdbias.
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Figura F 5. Valores experimentais e preditos por um modelo cinético de primeira ordem para o 3-caroteno
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Apéndice G

Fotografias das amostras apdés 20 dias em diferentes condi¢des de

estocagem

Figura G 1. Coloragdo das capsulas estocadas a 10°C em condigdes aerobias.

Figura G 2. Coloracgdo das capsulas estocadas a temperatura ambiente em condigdes aerobias.

Figura G 3. Coloragdo das capsulas estocadas & 30°C em condigdes aerobias.

Figura G 4. Coloracdo das capsulas expostas a luz UV em condigdes aerobias.




