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RESUMO

RESUMO

A microencapsulacdo de aditivos alimenticios é uma alternativa para que a sua liberacdo ocorra
de forma controlada, entre outros beneficios, sendo o spray chilling uma técnica de
microencapsulagdo interessante no que diz respeito a materiais de recheio hidrofilicos. A
incorporacgdo de aditivos microencapsulados em filmes de polissacarideo surge como uma nova
proposta, a fim de estabilizd-los e liberd-los em condi¢des especificas para o alimento sobre o
qual serd aplicado. O objetivo do trabalho foi produzir microparticulas lipidicas contendo dcido
ascorbico e incorpord-las em filme de amido de banana verde da variedade “Terra”. As
microparticulas foram produzidas com misturas dos 4cidos graxos ldurico e oleico em
diferentes proporcdes, como material de parede. A propor¢do entre o material de parede e o
material de recheio também variou. As microparticulas produzidas foram caracterizadas quanto
a eficiéncia de encapsulagdo total e efetiva, distribui¢cdo de tamanho e perfil de liberagdo. As
microparticulas incorporadas nos filmes foram escolhidas a partir da cinética de liberacdo
(maior liberac@o, menor liberacdo e liberagcdo intermediaria). Os filmes foram produzidos pelo
método de casting e caracterizados quanto a umidade, densidade, propriedades mecanicas, cor e
opacidade, fracdo solivel em d&gua, permeabilidade ao vapor de &4gua e propriedades
antioxidantes. O efeito nas propriedades Opticas de magas revestidas com cobertura de filmes
de amido de banana com microparticulas de dcido ascérbico, também foi avaliado. As
caracteristicas das microparticulas foram mais influenciadas pela propor¢ao entre os dcidos
graxos utilizados como material de parede, do que pela propor¢do entre material de parede
e material de recheio. As microparticulas produzidas apresentaram altos valores de
eficiéncia de microencapsulacdo total, sem diferenca significativa entre os experimentos
(p>0,05). Os valores de eficiéncia de encapsulacdo efetiva e os didmetros médios das
particulas foram diretamente proporcionais a quantidade de &4cido oleico presente na
mistura. A andlise de liberacdo do recheio em &4gua mostrou que as particulas com
quantidade intermedidria de dcido oleico no material de parede (20 %) proporcionaram
melhor reten¢do do recheio que os demais ensaios, com liberagdo de apenas 37 £ 6 % ao
final de 2 h. Os filmes aditivados com as microparticulas lipidicas apresentaram menor
permeabilidade ao vapor de dgua, maior resisténcia a tragdo e menor alongamento na
ruptura, quando comparados ao controle adicionado de acido ascérbico ndo encapsulado.
As microparticulas atuaram como agentes protetores da atividade antioxidante durante o

processo de obtencdo dos filmes. As coberturas contendo microparticulas retardaram o
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escurecimento enzimdtico das macas, mostrando a importancia da protecdo do 4cido
ascorbico pela microencapsulacao.
Palavras-chave: Acido ascorbico. Microencapsula¢do. Filme biodegraddvel. Vitamina C.

Filmes comestiveis.
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ABSTRACT

ABSTRACT

Microencapsulation of food additives is an alternative to their controlled release, among
other advantages. Spray chilling can be used when the additives are hydrophilic active
ingredients The incorporation of microencapsulated additives in polysaccharide-based film
arise as a new proposal in order to stabilize and release them in specific conditions for the
food on which will be applied. The objective was to produce lipid microparticles containing
ascorbic acid and incorporate them into film starch isolated from plantain bananas of the
variety "Terra". The microparticles were produced using mixtures of lauric and oleic fatty
acids in different proportions, as lipid carrier. The ratio between the lipid carrier and core
material was also varied. The microparticles produced were characterized for total
encapsulation efficiency and effective encapsulation efficiency, size distribution and release
kinetic in water. The particles were chosen from the release profile for incorporation in the
films (higher release, lower release and intermediate release). The films were produced by
casting and characterized regarding moisture, density, mechanical properties, color and
opacity, water solubility, permeability to water vapor and antioxidant properties. The effect
on the optical properties of coated apples with banana starch coating containing
microparticles of ascorbic acid was also evaluated. The characteristics of the microparticles
were more influenced by the ratio of the fatty acids used as lipid carrier, than by the ratio
between the lipid carrier and core material. The microparticles produced higher values of
total microencapsulation efficiency without significant difference between experiments
(p>0.05). The values of effective encapsulation efficiency and particle average diameters
were directly proportional to the amount of oleic acid present in the mixture. The analysis
of core release in water showed that the particles with intermediate amount of oleic acid in
the lipid carrier (20 %) showed improved retention of the core than the other tests, releasing
just 37 £ 6 % after 2 h. Films additivated with lipid microparticles showed lower water
vapor permeability, higher tensile strength and lower elongation when compared to control
added ascorbic acid unencapsulated. The microparticles acted as protective agents of the
antioxidant activity of ascorbic acid during the process of production of films. Coatings
containing microparticles retarded the enzymatic browning of apples, showing the

importance of the protection of ascorbic acid by microencapsulation.
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INTRODUCAO

As caracteristicas de produtos alimentares, tais como vida util, qualidade e
preservacdo dependem muito do tipo de material de embalagem empregado, visto que € um
fator determinante para a difusio de gases, umidade, gordura e aromas, entre outros.
Portanto, intimeras pesquisas tém sido realizadas com o propdsito de obter embalagens
ambientalmente corretas, a partir de fontes renovdveis, que preservem a qualidade dos
alimentos por mais tempo (ATARES, PEREZ-MASIA e CHIRALT, 2011).

Os filmes e coberturas podem ser produzidos a partir de biopolimeros, tais como
polissacarideos, proteinas e lipidios, capazes de produzir matrizes continuas (SHOJAEE-
ALIABADI et al., 2013). Dentre os polissacarideos, o amido recebe atencdo especial por
apresentar baixo custo, ser abundante e renovdvel. Além disso, estd presente sob vdrias
formas em funcdo da origem da matéria-prima gerando diferentes alternativas a serem
pesquisadas na drea de filmes (ANDRADE-MAHECHA, 2012).

Bananas verdes possuem alto conteiido de amido, que diminui com processo de
amadurecimento. A polpa seca da banana verde pode conter de 70 a 80 % de amido. O
amido € composto por amilose e amilopectina, diferentes entre si em estrutura e peso
molecular. A amilose é um componente linear com peso molecular menor do que o da
amilopectina, e possui propriedade de formar filmes. O amido de banana possui alta
quantidade de amilose em sua composicdo, em comparacdo com amidos de outras fontes
(batata, milho e trigo) (ZAMUDIO-FLORES, GUTIERREZ-MERAZ e BELLO-PEREZ,
2011; PELISSARI et al., 2013).

Os filmes e as coberturas, além de apresentarem propriedades de barreira contra a
difusdo (umidade, gases e volateis), também podem ser carreadores eficazes de aditivos
alimentares, incluindo agentes antioxidantes, vitaminas, corantes, agentes antimicrobianos e
aromas, melhorando assim a integridade do alimento sobre os quais sao aplicados (FARIAS
et al., 2012).

As embalagens ativas se mostram uma inovacdo no conceito de embalagem de
alimentos. Elas t€ém se apresentado como uma alternativa as continuas mudangas na
demanda dos consumidores por alimentos de qualidade e nas tendéncias de mercado. A

incorporagdo de aditivos alimentares pode melhorar as propriedades funcionais de filmes e
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coberturas comestiveis e aumentar seu uso potencial na preservacdo de alimentos, tais
como frutas minimamente processadas (BONILLA et al., 2013).

O d4cido ascérbico é um aditivo alimentar utilizado como antioxidante, o qual
protege as qualidades sensoriais e nutritivas dos alimentos e pode ser incorporado a filmes
aumentando as propriedades funcionais dos mesmos. Este, porém, apresenta alta
instabilidade e reatividade, degradando-se rapidamente por diferentes mecanismos
(BASTOS, ARAUJO e LEAO, 2009).

O método mais usualmente utilizado para a estabilizacdo de compostos sensiveis e
para a liberacdo controlada de componentes ativos, na industria de alimentos é a
microencapsulacdo. A liberacdo controlada permite superar tanto a utilizacdo ineficiente
quanto a perda dos aditivos durante as etapas do processamento € o armazenamento do
produto (DESAI LIU e PARK, 2006).

A microencapsulacdo é um processo em que pequenas particulas sélidas, goticulas
liquidas ou moléculas de gds sdo revestidas por um material de parede, ou incorporadas em
uma matriz homogénea ou heterogénea. Esta técnica apresenta varias vantagens dentre as
quais se destacam a prote¢do ao oxigénio e a umidade, resultando em maior estabilidade,
aumento da biodisponibilidade e liberacdo controlada do recheio, e a reducdo da
higroscopicidade de produtos hidrofilicos, pela encapsulacio em materiais de parede
hidrofébicos (ABBAS et al., 2012).

O spray chilling é uma técnica em destaque na microencapsulagdo de materiais
hidrofilicos, pois utiliza lipidios como materiais de parede, os quais apresentam
caracteristicas hidrofébicas. Além disso, € um método de baixo custo e que utiliza baixas
temperaturas de processo, ideal para compostos termossensiveis (ANAL, 2010).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi produzir e adicionar microparticulas
lipidicas contendo antioxidante (4cido ascorbico), microencapsulado por spray chilling, em

biofilme produzido a partir de amido de banana verde.
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OBJETIVO GERAL

Produzir microparticulas lipidicas contendo acido ascérbico, por spray chilling e sua

incorporagdo em filme de amido de banana verde.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Microencapsular 4cido ascérbico por spray chilling utilizando como material de
parede misturas de dcidos graxos (4cido laurico e dcido oleico);

b) Caracterizar as microparticulas produzidas;

¢) Produzir filmes de amido de banana verde adicionados das microparticulas
contendo antioxidante;

d) Avaliar as propriedades dos filmes de amido de banana verde contendo os
antioxidantes microencapsulados e comparar com as propriedades dos filmes
produzidos sem aditivos e com adi¢do de dcido ascorbico ndo encapsulado;

e) Aplicar coberturas de amido de banana verde contendo microparticulas
encapsuladas com 4cido ascorbico em macgds e avaliar o efeito de inibi¢do do

escurecimento enzimatico.
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Capitulo 1

REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulagdo é uma técnica que consiste no envolvimento de pequenas
particulas de uma substancia por uma membrana. Esta membrana, que forma a cdpsula, é
denominada de agente encapsulante, material de cobertura ou de parede, o material
encapsulado € chamado de recheio ou nucleo, o qual pode ser solido ou liquido
(GAMBOA, 2011). As microparticulas produzidas por este processo podem variar de 1 pm
a 1000 um de tamanho, mas geralmente sao inferiores a 200 um (ABBAS et al., 2012).

As principais finalidades do processo de microencapsulacdo sdo proteger os
ingredientes ativos das condi¢Oes adversas do ambiente, tais como luz, umidade e oxigénio,
tornando-os mais estdveis, e liberd-los de forma controlada sob condi¢des especificas,
como mudanca de pH, mastigacdo ou aplicacdo de calor (TRINDADE, 1998; ABBAS et
al., 2012).

A microencapsulagdo também tem sido utilizada visando melhorar a incorporagdo
em sistemas secos, simplesmente pela conversdo de liquidos em sélidos, mascarar
compostos de sabor indesejdvel, promover melhor solubilidade do niicleo, bem como
proteger materiais higroscépicos da umidade (MOREIRA, 2007; RE, SANTANA e
D’AVILA, 2009). Os atributos funcionais das microparticulas dependem de vdrios fatores,
tais como, o material de parede, o material de recheio, o método de encapsulacdo
empregado e o meio em que estas serdo utilizadas (GAMBOA, 2011).

A encapsulacio € uma técnica que pode ser aplicada a muitos materiais utilizados na
indudstria alimenticia, dentre os quais se destacam &4cidos, bases, 6leos, vitaminas, sais,
gases, aminodcidos, dleos essenciais, corantes, enzimas e microrganismos (FAVARO-
TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008; RUIZ, 2011). Para obter éxito no desenvolvimento
de materiais encapsulados é necessdrio considerar vérios itens, que devem ser claramente

definidos, como as caracteristicas moleculares dos ingredientes, o tipo de revestimento, o
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tamanho da particula, as condi¢des de processamento e a fungdo pretendida (RE,
SANTANA e D’AVILA, 2009).

O tipo de particula produzida influencia na quantidade de recheio carreado e no
comportamento de liberacdo do mesmo. A forma das microparticulas pode variar conforme
a composi¢cdo e método utilizado para producdo das mesmas. Existem dois tipos bésicos de
estruturas, as quais sao classificadas conforme a distribuicao do recheio. A microcapsula
possui estrutura simples, mononucleada e ¢ conhecida como sistema de “reservatorio”, na
qual o recheio esta envolvido por uma fina pelicula do material encapsulante (Figura 1.1A).
A outra (microesfera ou microparticula) conhecida como sistema de matriz, possui uma
estrutura do tipo “esponja”, em que varias particulas de recheio estdo dispersas por uma
matriz continua de material de parede conforme apresentado na Figura 1.1B (DESAI e

PARK, 2005; RE, SANTANA e D’AVILA, 2009; GAMBOA, 2011).

(__J Recheio

Microcapsula  Microparticula
{mononucleada) (multinucleada)

(A) (B)

Fonte: (DESAI e PARK, 2005)

Figura 1.1 - Diagrama esquematico de
estruturas  obtidas  pelo  processo  de
microencapsulacao

1.1.1 Técnicas de microencapsulacao

Muitas técnicas podem ser utilizadas na microencapsulacdo de antioxidantes, como
o dcido ascorbico e o dcido citrico, entre elas destacam-se spray drying (TRINDADE e
GROSSO, 2000; PIERUCCI et al., 2006), spray chilling (SCHROOYEN, MEER e KRUIF,
2001; ANAL, 2010; GAMBOA, GONCALVES e GROSSO, 2011), revestimento em leito
fluidizado (WILSON e SHAH, 2007), lipossoma (KIRBY et al., 1991) e extrusdo (CHANG

et al., 2010). Porém, ndo existe um método totalmente eficaz de estabiliza¢do para todas as
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condi¢des a que estes possam ser submetidos. Cada uma das técnicas tem vantagens e
limitagdes, as quais variam dependendo das condi¢des de encapsulacdo, das caracteristicas
fisicas e quimicas do bioativo e do mecanismo de liberagdo do componente ativo desejado

(CHANG et al., 2010; ABBAS et al., 2012).

1.1.1.1 Spray chilling

O spray chilling, também conhecido como spray cooling ou spray congealing, é
uma técnica de encapsulacdo simples e de baixo custo, que utiliza compostos hidrofébicos
como material de parede (LEONEL et al., 2010). Devido a caracteristica hidrofébica dos
encapsulantes as microparticulas produzidas por este método sao insoluveis em dgua o que,
consequentemente, torna esta técnica vidvel para a encapsulacido de compostos hidrofilicos,
como o acido ascorbico (PEGG e SHAHIDI, 2007; ABBAS et al., 2012).

O método de encapsulacdo por spray chilling consiste na dispersdo do ingrediente
ativo no material encapsulante liquefeito, seguido pela emulsificacio da dispersdao e
posterior atomizagdo em uma camara a temperatura especifica, abaixo do ponto de fusdo do
material de parede utilizado, produzindo as cdpsulas por solidificacdo rdpida em contato
com o ar ou N,, sem necessidade de tratamento adicional (CHAMBI et al., 2008; ABBAS
et al., 2012). Na aplicac@o dessa técnica ndo ocorre transferéncia de massa por evaporacao
das goticulas atomizadas, assim, esferas quase perfeitas sdao obtidas (DESAI e PARK,
2005; PEGG e SHAHIDI, 2007).

O emprego de condi¢des controladas (temperatura, agitacdo e tempo) na obtencao
da emulsdo € necessdrio para a producdo das microparticulas, visto que a viscosidade da
mistura é muito importante, pois influencia na distribuicdo de tamanho das particulas. O
desempenho do processo de produ¢do depende rigorosamente da eficiéncia de atomizacao
da mistura, que depende da configuracdo do sistema de atomizagdo, vazio de alimentacao e
pressdo de atomizacdo para uma distribui¢do apropriada das particulas (GAMBOA, 2011).

O mecanismo de liberacdo do ingrediente ativo das cdpsulas produzidas por spray
chilling ndo ocorre somente em fun¢do do aumento da temperatura, visto que hd uma
quantidade de material de recheio na superficie das particulas. O processo de liberacdo se

inicia assim que o material encapsulado é colocado em contato com o produto a que se
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destina e, além disso, mecanismos tais como, forcas osmoéticas e de difusdo, e ruptura
mecanica das particulas desempenham um papel significativo na cinética de liberacao do
ingrediente ativo (GOUIN, 2004).

As principais desvantagens da utilizacdo desta técnica estdo relacionadas a baixa
capacidade de encapsulagdo, a possibilidade de parte do niicleo manter-se sobre a superficie
da particula e de que ocorra expulsio do nudcleo devido aos caracteristicos rearranjos
polimérficos de materiais lipidicos. Por outro lado, pode ocorrer liberagdo incompleta do
composto ativo devido a forte ligacdo que se forma entre a matriz e o recheio. Também
podem ser obtidas particulas revestidas de formas e tamanhos desiguais, devido ao
revestimento desigual causado pelas condi¢des de atomizacdo (LEONEL et al., 2010;
ABBAS et al., 2012).

A Tabela 1.1 mostra, porém, que muitos autores obtiveram alta eficiéncia de
encapsulacdo e liberacdo controlada do recheio com o emprego do spray chilling na

encapsulacdo de diferentes ingredientes ativos.
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Tabela 1.1 - Caracteristicas de microparticulas encapsuladas por spray chilling

Material de Parede Ingrediente ativo Surfactante P, T/ Tsq  Morfologia EE (%) Dyarticula Perfil de liberacdo  Referéncia
(°0) (pm)
Acido estedrico + Glicose Lecitinade 0,1 MPa 70/10 Particulas esféricas 78 - 98 25-32 10 - 60 % em 120 min (LEONEL et al.,
acido oleico + gordura soja Superficie rugosa e 2010)
vegetal hidrogenada continua
(GVH) (2:1:1) Sem rachaduras ou buracos
a) Acido estedrico + 1) Glicose Triestearato 0,1 MPa 70/10 a-b.3) Particulas esféricas  a.1) 76,4 - 100 a.1) 12.6 - a.1) 50 % em (CHAMBI et al.,
acido oleico (50/50 %) 2) Caseina de sorbitano com superficie rugosa b.1) 77,6 - 100 24.4 127,6 min 2008)
b) Acido estedrico +  3) Caseina a-b.2-3) =100 b.1)12.3- b.1) 50 % em 5,9 min
acido laurico (57/43  hidrolisada 214 a.2) 29,3 -55,2 % em
%) a-b.2-3) 120 min
12.9-21.7 b.2)0-6,1 % em

120 min

a.3) 43,6 - 58,4 % em

120 min

b.3) 24,6 - 49,4 % em

120 min
Gordura a-tocoferol - 0,25 MPa 65/10 - 90,0 - 95,8 - - (GAMBOA,
interesterificada de GONCALVES e
6leo de algodao e de GROSSO, 2011)
6leo de palma
totalmente
hidrogenado + Oleo
de soja totalmente
hidrogenado (OSTH)
(70/30 %)
Gordura 1) Bifidobacterium Lecitinade 0,98 kPa 48/10 Particulas esféricas - 1)40.3 - (PEDROSO et
interesterificada com lactis soja Superficie rugosa 2)126,9 al., 2012)
palma e palmiste 2) Lactobacillus

acidophilus
a) Cetanol Felodipina - 0,7 MPa 400/25 a) Particulas esféricas com - a)30.3 ab.c)<25%em7h (SAVOLAINEN
b) Acido estedrico superficie extremamente b) 28.6 d)>80 %em7h et al., 2002)
¢) Precirol® ATO 5 rugosa ¢) 26.5 )62 %em7h
d) Cutina® HR b) Particulas esféricas com d) 29.7
e) Cera de carnatiba superficie rugosa e)29.5
c.d.e) Particulas esféricas
com superficie lisa

Acido estedrico + Glicose Lecitinade 0,12 MPa 60; 61; Particulas esféricas 75,1 -96,9 81.4 - ~30%em 120 min  (RIBEIRO,
dcido oleico soja 63 e 65/0 Superficie rugosa e 115.6 ARELLANO e

(variando-se a
proporgdo entre estes)

continua

GROSSO, 2012)

P.om: Pressdo de atomizacdo; T,,,: Temperatura de atomizacao; Ty,: Temperatura de solidificagdo; EE: eficiéncia de encapsulacio

9
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1.1.2 Material de parede e mecanismos de liberacao

Segundo Desai e Park (2005), a liberacdo controlada pode ser definida como um
método através do qual um ou mais agentes ativos s@o disponibilizados em local e tempo
desejado a uma taxa especifica.

A liberag@o controlada do recheio pode melhorar a eficdcia dos aditivos alimentares,
aumentar o campo de aplicacdo de ingredientes e assegurar uma dosagem 6tima dos
mesmos (GOUIN, 2004). Os principais mecanismos de liberagdo do material de recheio sdo
a difusdo, a ruptura mecanica (mastigacdo), a dissolucdo, a biodegradacdo, a
permeabilidade seletiva e por variagdo da temperatura e pH (TRINDADE, 1998;
FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008).

O controle sobre a liberacdo dos ingredientes ativos das microparticulas estd
diretamente ligado as caracteristicas do encapsulante, tais como espessura, porosidade,
estrutura quimica, tamanho e solubilidade, visto que estas caracteristicas determinam a
difusividade e a permeabilidade do nicleo através do material de parede (GAMBOA,
2011). Favaro-Trindade et al. (2008) destacam que a espessura da cobertura da
microparticula pode ser modificada de forma que a estabilidade e a permeabilidade sejam
alteradas.

A composicdo do material de parede € fator determinante das propriedades
funcionais das microparticulas e de como serdao usadas para melhorar o desempenho do
ingrediente ativo. Portanto, a escolha do agente encapsulante ¢ uma etapa muito importante
e depende de uma série de fatores (DESAI e PARK, 2005; ROSSAN, 2011).

Um agente encapsulante ideal deve apresentar a seguintes caracteristicas:

a) Boas propriedades reoldgicas a altas concentragdes;

b) Facilidade no manuseio durante a encapsulagao;

c) Habilidade de dispersar ou emulsificar o material ativo e estabilizar a emulsao
produzida;

d) Nao reagir com o material encapsulado e ser capaz de manté-lo envolvido
durante o processamento € armazenamento;

e) Proporcionar méxima protecio do material ativo submetido a condigdes

ambientes (oxigénio, calor, luz, umidade);

10
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f) Apresentar solubilidade em solventes aceitdveis na industria de alimentos
(4gua, etanol);

g) Nao reagir quimicamente com os materiais ativos do nicleo;

h) Apresentar baixo custo.

Visto que nenhum material de revestimento possui individualmente todas essas
propriedades, estes podem ser utilizados de forma combinada ou serem modificados pela
incorporagdo de aditivos, tais como surfactantes (DESAI e PARK, 2005).

Os materiais de cobertura mais utilizados na microencapsulacido de substincias na
area de alimentos sdo os carboidratos (amido, maltodextrinas, dextrano, amido modificado),
a celulose (carboximetilcelulose, metilcelulose), as gomas (alginato de sédio, carragena), os
lipidios (diacilglicer6is, monoacilglicerdis, 6leos, gorduras, ceras, dcido triesteérico, dcidos
graxos) e as proteinas (gliten, caseina, gelatina, albumina), visto que todos apresentam

grande parte das caracteristicas supracitadas (PEGG e SHAHIDI, 2007).

1.1.1.2 Lipidios

Os lipidios sdo definidos quimicamente como moléculas organicas apolares que
ocorrem naturalmente e que, portanto, dissolvem-se em solventes organicos apolares, mas
sdo insoluveis em dgua (MCMURRY et al., 2010). Entre os lipidios encontram-se os 6leos
e as gorduras, os quais se apresentam na forma liquida e sélida, respectivamente e sdo
ésteres formados a partir de 4cidos graxos, e ainda as ceras, as quais possuem ésteres
formados a partir de 4cidos graxos e alcodis de cadeia longa como seus principais
componentes (GAMBOA, 2011).

Os lipidios sdo, geralmente, derivados de acidos graxos, os quais podem apresentar-
se em forma de ésteres e, em menor quantidade, na forma de amida. O 4cido graxo é um
acido carboxilico com cadeia alifdtica ndo ramificada, o qual pode ser saturado ou
insaturado. Acidos graxos naturais tém geralmente uma cadeia de 4 a 28 4tomos de carbono
(geralmente ndo ramificada e com numeros pares de &tomos) com uma carboxila ao final
(ARVANITOYANNIS et al., 2009).

Os 4acidos graxos saturados sdo aqueles que ndo possuem ligagdes duplas entre

carbonos, aqueles que as possuem sdo conhecidos como &dcidos graxos insaturados. As
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duplas ligagcdes de Oleos e gorduras naturais normalmente estdo presentes na configuracao
cis (grupos estdo do mesmo lado da ligac@o dupla) em vez de trans (grupos estdo em lados
opostos da ligacdo dupla) MCMURRY et al., 2010).

A cadeia de um 4cido graxo saturado em seu estado de menor energia normalmente
se apresenta em uma conformacio linear e flexivel. Esta conformacdo linear permite um
melhor empacotamento dos dcidos graxos saturados, fazendo com que as moléculas fiquem
proximas umas das outras, aumentando a interacdo entre elas. Em contraste, os 4cidos
graxos insaturados cont€ém dobramentos rigidos em suas cadeias, pois as duplas ligacoes
ndo giram, e uma angulacdo de 30 graus € produzida para cada uma das duplas ligacdes
presentes (configuracdo cis). Neste caso a dupla ligacdo ndo permite um empacotamento
tdo eficiente das moléculas, fazendo com que as interagdes entre elas sejam menores. Em
consequéncia disso, os dcidos graxos saturados possuem um ponto de fusdo maior que os
insaturados (GAMBOA, 2011). A Tabela 1.2 apresenta alguns lipidios e suas

caracteristicas.

Tabela 1.2 - Caracteristicas de alguns 4dcidos graxos comuns

Nome N"de I.)upl~as Férmula condensada Po? to de
carbonos ligacoes fusao (°C)
Laurico 12 0 CHj;(CH,),,COOH 44
@
S Miristico 14 0 CH,(CH,),,COOH 58
g Palmitico 16 0 CHj;(CH,),4,COOH 63
Estedrico 18 0 CHj;(CH,),,COOH 70
- Oléico 18 1 CHj;(CH,);CH=CH(CH,);COOH (cis ) 13
?; Linoléico 18 2 CH,(CH,),CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH (todas cis ) 5
‘g Linolénico 18 3 CH,CH,CH=CHCH,CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH (todas cis) 11
=
~ Araquiddnico 20 4 CH,(CH,),(CH=CHCH,),CH,CH,COOH (todas cis) -50

Fonte: (MCMURRY et al., 2010)

Os lipidios tém recebido destaque como materiais de parede para encapsulacdo de
bioativos soliveis em dgua, devido a sua capacidade em retardar a liberacdo destes em
ambientes umidos (ABBAS et al., 2012). Particulas lipidicas sélidas produzidas por spray
chilling t€m sido propostas como uma alternativa aos sistemas coloidais, emulsdes e

lipossomas, apresentando maior flexibilidade no que diz respeito ao ajuste do tamanho da
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particula desejada. Lipidios como fosfolipidios, triacilglicerdis, ceras, dcidos graxos ou suas
misturas podem ser usados como material de parede para a producdo de particulas sélidas
(CHAMBI et al., 2008).

Durante o processo de solidificacdo e cristalizagdo, os lipidios apresentam um
fendmeno importante conhecido como polimorfismo, que € a capacidade de uma molécula
de ter mais de uma forma cristalina, de acordo com o arranjo do nucleo do cristal. Devido a
esta propriedade as particulas lipidicas sélidas podem mostrar baixa eficiéncia de
encapsulacdo e expelir o nucleo durante o armazenamento (RIBEIRO, ARELLANO e
GROSSO, 2012). Em consequéncia disso surgiu uma nova geragdo de particulas lipidicas,
os carreadores lipidicos nanoestruturados (NLC), os quais sdo produzidos por misturas de
lipidios sélidos com lipidios liquidos a temperatura ambiente, incompativeis espacialmente,
conduzindo a nanoestruturas especiais com melhor incorporacdo e liberacdo do recheio
(MULLER, RADTKE e WISSING, 2002).

Acidos graxos saturados, como o 4cido estedrico, vem sendo utilizados como
material de parede individualmente (SAVOLAINEN et al., 2002) ou juntamente com
outros dcidos graxos tais como 4cido oleico e laurico (CHAMBI et al., 2008; LEONEL et
al., 2010; GAMBOA, GONCALVES e GROSSO, 2011; RIBEIRO, ARELLANO e
GROSSO, 2012), apresentando alta eficiéncia de encapsulacdo de ingredientes ativos com
baixo peso molecular e -caracteristicas morfologicas de esfericidade e superficie,

geralmente, rugosa e continua (Tabela 1.1).

1.1.3 Material ativo

1.1.1.3 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo definidos como todas as substancias que podem proteger
materiais contra a oxidagdo, independente do mecanismo de acdo. (POKORNY, 2007).
Estes podem ser classificados pelo mecanismo de acdo em antioxidantes primérios e
secunddrios. Alguns antioxidantes apresentam mais de um mecanismo de acdo e sdo
reportados como antioxidantes de multipla acdo (REISCHE, LILLARD e EITENMILLER,
2002).
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Os antioxidantes primdrios sdo aceptores de radicais livres que atrasam ou inibem a
etapa da iniciacdo ou interrompem a etapa de propagacdo da oxidagdo. Os secunddrios
agem através de numerosos mecanismos possiveis, os quais diminuem a taxa de oxidagdo,
mas nao convertem radicais livres em compostos mais estdveis (REISCHE, LILLARD e
EITENMILLER, 2002).

Os compostos antioxidantes variam em antioxidantes naturais e sintéticos. Entre os
sintéticos, aprovados para o uso em alimentos, encontram-se o butilhidroxianisol (BHA), o
butilhidroxitolueno (BHT), a terc-butil-hidroquinona (TBHQ), o palmitato de ascorbil, o
galato de propila (GP) e a etoxiquina. Os antioxidantes naturais comumente utilizados sdo
os tocoferdis, os tocotriendis, o acido ascorbico, o acido citrico, os carotendides e 0s
antioxidantes enzimaticos (REISCHE, LILLARD e EITENMILLER, 2002; POKORNY,
2007).

O é4cido ascorbico € muito atrativo como antioxidante devido a sua capacidade de
doar dtomos de hidrogénio, neutralizando radicais livres. Além disso, € um antioxidante
muito seguro para a utilizacdo em alimentos, ndo apresenta limite de uso, e € um produto de
fonte natural. Pode atuar como antioxidante primario ou secundério com multiplas fungoes,
entre elas, eliminando oxigénio, mudando o potencial redox dos sistemas, atuando
sinergicamente com os agentes quelantes, e regenerando antioxidantes primarios
(REISCHE, LILLARD e EITENMILLER, 2002; ABBAS et al., 2012). Este 4cido e seus
varios sais neutros sdo frequentemente utilizados como antioxidantes em frutas, hortalicas e
sucos, visando a preven¢do do escurecimento e outras reacoes oxidativas (FONTES et al.,
2009).

Por outro lado, o 4cido ascérbico € altamente soldvel em &4gua (0,33 g/mL),
oxidativo e de natureza reativa, podendo causar problemas de degradacdo e instabilidade
em sistemas alimentares que os contém, reagir com outros ingredientes e provocar
alteracOes indesejdveis na cor e sabor do alimento (CHANG et al., 2010). Devido a sua
natureza instdvel € necessdrio que o 4cido ascorbico seja protegido das condig¢des
ambientes. A microencapsulacdo € a tecnologia mais comumente usada para estabilizar
compostos sensiveis (ABBAS et al., 2012), sendo que segundo Schrooyen, Meer e Kruif

(2001) o spray chilling é método mais interessante para a encapsulacao de compostos
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soliveis em 4gua, visto que as microparticulas produzidas sdao hidrofébicas, devido as
caracteristicas do material de parede.

Atarés, Perez-Masia e Chiralt (2011) produziram filmes a base de
hidroxipropilmetilcelulose adicionados de dcido ascérbico e 4cido citrico ndo encapsulados,
0s quais apresentaram boa eficiéncia de barreira ao oxigénio. Da mesma forma, Ayrancy e
Tunc (2003) incorporaram 4cido ascorbico e dcido citrico em filme comestivel a base de
celulose e observaram uma diminuicdo da permeabilidade ao oxigénio, bem como da
reacdo de escurecimento, da atividade da polifenoloxidase e da perda de vitamina C de

couve-flor e cogumelos cobertos por estes filmes.

1.2 FILMES BIODEGRADAVEIS

1.2.1 Filmes a partir de amido

O amido é um dos polissacarideos mais abundantes na natureza. E uma matéria-
prima amplamente disponivel, de baixo custo, além de ser um recurso renovavel
(JIMENEZ et al., 2012). A estrutura do amido é formada por macromoléculas de amilose,
que se apresenta na forma linear, e de amilopectina, altamente ramificada e de alto peso
molecular. Dentre estes dois polimeros de amido, a amilose destaca-se na capacidade de
formar filmes, devido a sua natureza linear (KRAMER, 2009).

A maioria dos amidos nativos possui estrutura semicristalina, com grau de
cristalinidade de aproximadamente 20 a 45 %. As cadeias de ramificacdes curtas de
amilopectina sdo os principais componentes cristalinos do amido. Assim, quanto maior o
contetido de amilopectina, maior seré a cristalinidade do granulo de amido (JIMENEZ et
al., 2012).

Os filmes e coberturas produzidos a partir de amido se destacam favoravelmente
entre outras fontes alternativas, no que diz respeito a propriedade de barreira ao oxigénio e
a absorcdo de umidade de forma lenta, em comparagcdao com filmes obtidos de outras fontes
de polissacarideo (KRAMER, 2009).

Amidos de qualquer fonte, que contenham certo grau de amilose, sdo capazes de

formar filmes sob condi¢des adequadas (KRAMER, 2009). A utilizacio do amido de
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banana possui grande potencial, devido as suas propriedades especificas e seu baixo custo.
O amido € o principal componente de bananas verdes, que passa por mudancas importantes
durante o amadurecimento. A polpa de banana verde contém até 70 a 80 % de amido em
peso seco, podendo ser comparada ao percentual do endosperma do grdo de milho e da
batata de polpa branca. O contetido de amilose no amido de banana pode variar entre 16 %
e 40 % (ZHANG et al., 2005).

Pelissari et al. (2013) em seus estudos compararam as propriedades de filmes
produzidos a partir de amido e farinha de banana, e observaram que ambos apresentaram
baixa solubilidade em 4gua e baixa permeabilidade ao vapor de dgua. O filme de farinha
obteve melhores propriedades mecanicas, mostrando que a presenca de outros componentes
na farinha de banana, tais como, proteinas, lipidios e fibras, influenciam nas propriedades

do filme resultante.

1.2.2 Incorporacao de aditivos em filmes

Os filmes e revestimentos comestiveis, além de funcionarem muito bem como
barreiras parciais de vapor e de gases, podem ser 6timos carreadores de aditivos, tais como,
agentes antioxidantes, antimicrobianos, aromatizantes, corantes e outras substincias
funcionais, os quais auxiliam na manutencido da qualidade e melhoram o valor nutricional
das frutas e dos vegetais (MARTfN—BELLOSO, ROJAS-GRAU e SOLIVA-FORTUNY,
2009; OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS, 2009).

Os filmes e coberturas, quando utilizados para proporcionar mais que uma barreira
ao ambiente externo, sdo chamados de embalagens ativas, as quais tem registrado grande
consumo visando estender a vida de prateleira de alimentos minimamente processados. As
embalagens ativas, diferentemente das embalagens convencionais de alimentos, protegem o
produto alimentar, que as contém, de forma dindmica. Alguns sistemas de embalagens
ativas sdo capazes de interagir com o produto e/ou com o ambiente, € em resposta realizar
fungdes desejdveis, tornando-as interessantes ndo apenas como fung¢do de protecdo
(OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS, 2009; LIM, 2011).

A escolha do material utilizado para a producdo dos filmes e/ou do aditivo a ser

incorporado depende do objetivo desejado, bem como da natureza do produto alimentar e
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da aplicacdo especifica. A eficiéncia funcional dos filmes e revestimentos depende
fortemente da natureza dos componentes do filme e de sua estrutura fisica. Antioxidantes
podem ser incorporados em filmes, a fim de ficarem retidos sobre a superficie dos
alimentos, onde a atuacdo € favorecida, uma vez que a oxidacdo € um fendmeno de
superficie em contato com o ar (QUEZADA-GALLO, 2009).

Inimeras pesquisas tém sido realizadas com a incorporagdo de aditivos com
diferentes finalidades em matrizes diversas, a fim de avaliar o potencial sobre as
propriedades dos filmes. Alguns trabalhos recentes de incorporacdo de antioxidantes em
filmes sdo apresentados na Tabela 1.3.

A incorporacdo de substincias com propriedade de liberacdo controlada do
ingrediente ativo € uma tendéncia. A microencapsulacio de compostos ativos com
revestimentos comestiveis ¢ uma técnica que pode ajudar a controlar sua liberacdo sob
condi¢des especificas, protegendo-os assim do calor, umidade ou outras condi¢des
extremas, e aumentando a sua estabilidade e viabilidade (ROJAS-GRAU, SOLIVA-
FORTUNY e MARTfN—BELLOSO, 2009). Nao foram encontradas citacdes na literatura a
respeito da incorporacdo de aditivos encapsulados em filmes e coberturas comestiveis, o

que demonstra a necessidade e a importancia da realizacdo de estudos nessa érea.
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Tabela 1.3 - Efeito de filmes produzidos com a adi¢ao de antioxidantes diversos

antidade
Antioxidante .Qu ! Material do filme Aplicacio Efeito Referéncia
incorporada
Acido ascérbico 0,5 % Hidroxipropilmetilcelulose Améndoas A adigdo de antioxidantes foi efetiva contra (ATARES, ~ PEREZ-
Acido ctrico sem pele a oxidagdo lipidica das améndoas e reduziu MASIA e CHIRALT,
Oleo de gengibre a permeabilidade ao oxigénio dos filmes. 1

Acido ascérbico  33-1667 %
Acido citrico

Metil celulose

Acido ascérbico  20%
modificado

Polpa de acerola 34,0-85.4 % Amido de mandioca

a) Acido a)2;3e5 % de Acetato de celulose
ascorbico + dcido cada

citrico b)03;05e1%
b) Metabissulfito

de sodio

Acido citricoe 1%
dcido ascoérbico

Alginato de s6dio

Cogumelos e
couve-flor

Alginato de sédio e amido -

Batata fatiada

Manga fatiada

Os filmes contendo 4cido citrico e 4cido
ascorbico tiveram uma mudanga estrutural,
visto que, apresentaram maior efeito de
barreira ao oxigénio. Enquanto que os
filmes contendo dleo de gengibre tiveram
sua acdo antioxidante restrita a acdo
quimica.

(AYRANCI e TUNC,
2003)

A inclusdo de 4cido ascérbico e dcido
citrico no filme diminuiu a permeabilidade
a0 oxigénio. Quando aplicados sobre
cogumelos e couve-flor reduziram as
reacdes de escurecimento, a atividade da
polifenoloxidase e as perdas de vitamina C
dos alimentos.

O filme mostrou-se uniforme, flexivel e com (BASTOS, ARAUJO e
coloragio leitosa. Foi capaz de reter 25 % LEAO, 2009)

de dcido ascérbico durante seu

desenvolvimento. A adi¢do de vitamina C

proporcionou uma reducdo significativa da

resisténcia mecanica do filme, o qual

apresentou uma matriz filmogénica continua

e com algumas irregularidades.

Os filmes foram visualmente homogéneos e (FARIAS et al., 2012)
de coloracdo alaranjada. Quando

preparados a partir de solucdes mais

concentradas de polpa promoveram: maior

espessura; maior permeabilidade ao vapor

de dgua; maior deformagdo a tracdo; maior

incorporagdo de vitamina C e beta-

caroteno; menor solubilidade em dgua e

menor resisténcia a tragdo e deformagao a

perfuracao.

a) A mistura de dcido ascérbico e dcido
citrico foi efetiva no controle do 2009)
escurecimento enzimdtico das batatas,

agindo na inibico da enzima

polifenoloxidase.

b) O metabissulfito ndo atuou efetivamente

na prevengao do escurecimento das batatas

minimamente processadas.

A incorporacdo dos antioxidantes contribuiu (ROBLES-SANCHEZ
para a retencdo da cor das fatias de manga al., 2013)

e melhorou o potencial antioxidante das

mesmas. As fatias de manga podem ser

armazenadas 12 dias a 4 ° C sem danos as

suas propriedades.

(JUNQUEIRA et al.

s

et
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Capitulo 2

MICROENCAPSULACAO DE ACIDO ASCORBICO POR SPRAY
CHILLING UTILIZANDO MISTURAS DE ACIDOS GRAXOS COMO
MATERIAL DE PAREDE

RESUMO

A microencapsulacdo por spray chilling € uma técnica que proporciona a estabilizacdo de
compostos sensiveis e a liberacdo controlada de componentes ativos, além de ser
interessante no que diz respeito a materiais de recheio hidrofilicos. O objetivo deste
capitulo foi produzir e caracterizar microparticulas lipidicas contendo acido ascérbico, por
spray chilling. Para a obten¢do das microparticulas, misturas de dcido ldurico (AL) e oleico
(AO) foram utilizadas como material de parede, variando a proporcdo destes em 70/30,
80/20 e 90/10 (m/m), respectivamente. Diferentes propor¢des entre o material de parede e o
material de recheio (solugdo de acido ascorbico 30 %) também foram empregadas, variando
em 70/30, 75/25 e 80/20 (m/m), respectivamente. As microparticulas foram caracterizadas
quanto a eficiéncia de encapsulacdo total (ET) e efetiva (EE), a distribuicdo de tamanho e
didmetros médios, ao perfil de liberacdo do recheio e ao comportamento térmico. As
microparticulas produzidas apresentaram altos valores de ET, variando de 89 + 6 % a 98 +
3 %, sem diferenca significativa entre os experimentos (p>0,05). Os valores de EE foram
inversamente proporcionais a quantidade de AL na mistura, variando de 58 +3 % a 88 £ 6
%, assim como os didmetros médios de volume (D[4,3]) das particulas, que apresentaram
valores de 67 + 3 um e de 18 = 1 um nas particulas com menor e maior concentragdo de
AL, respectivamente. A andlise de liberagdo do recheio em dgua mostrou que as particulas
com quantidade intermedidria de AL retiveram melhor o recheio que os demais ensaios. As
caracteristicas das microparticulas foram mais influenciadas pela proporcao entre os acidos
graxos utilizados como material de parede, que pela propor¢cdo entre material de parede e

material de recheio.
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2.1 INTRODUCAO

A vitamina C € um composto bioativo conhecido historicamente por sua funcao
nutricional benéfica a sadde. Esta vitamina inclui um grupo de compostos que exibem a
atividade biol6gica do acido ascorbico, entre estes o L-dcido ascorbico, aditivo alimentar
muito utilizado como antioxidante, por promover protecdo das qualidades sensoriais e
nutritivas dos alimentos. Esse aditivo, porém, apresenta alta instabilidade e reatividade,
degradando-se rapidamente por diferentes mecanismos (BASTOS, ARAUJO e LEAO,
2009; ABBAS et al., 2012).

O método mais utilizado para a estabilizacdo de compostos sensiveis e para a
liberacdo controlada de componentes ativos na industria de alimentos tem sido a
microencapsulacdo, a qual consiste no revestimento de substincias (recheio) por uma
membrana (material de parede). (DESAI, LIU e PARK, 2006).

A técnica de microencapsulacdo apresenta vdrias vantagens, dentre as quais se
destacam a protecdo ao oxigénio e a umidade, resultando em maior estabilidade, aumento
da biodisponibilidade e liberagdo controlada do recheio, e a redu¢do da higroscopicidade de
produtos hidrofilicos, pela encapsulacdo em materiais de parede hidrofébicos. A liberacdo
controlada permite superar tanto a utilizacdo ineficiente, quanto a perda dos aditivos
durante as etapas do processamento e o armazenamento do produto (ABBAS et al., 2012).

O spray chilling € uma técnica de microencapsulacio simples e de baixo custo, que
utiliza compostos hidrofébicos como material de parede. Consequentemente, esta técnica
tem se destacado na microencapsulacdo de materiais hidrofilicos, tais como, vitaminas,
enzimas, acidulantes e alguns aromas (DESAI e PARK, 2005; ANAL, 2010).

Neste contexto, o objetivo do trabalho foi produzir e caracterizar microparticulas

lipidicas contendo 4cido ascérbico, por spray chilling.
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2.2 MATERIAL E METODOS

A sequéncia de atividades que foram realizadas para a encapsulacdo de acido

ascorbico e a caracterizagdo das particulas obtidas estdo descritas na Figura 2.1.

Composi¢ao em 4cidos
graxos

Caracterizacdo da
matéria-prima

Termogramas das
misturas lipidicas

Métodos de dispersdo do
acido ascérbico no
material de parede

Ensaios preliminares

Condig¢des de ensaio para obtencdo das particulas
lipidicas utilizando diferentes métodos de dispersdao do
acido ascorbico no material de parede

Obtencao das
microparticulas lipidicas

Acido ascorbico

superficial
Total
| Eficiéncia de
encapsulagcdo
Efetiva

|_|Distribui¢io do tamanho
e diametros médios

Caracterizagado das
microparticulas

Liberacdo do ingrediente
ativo

| Comportamento térmico
das particulas

Morfologia das
particulas

Figura 2.1 - Etapas do desenvolvimento dos experimentos

21



CAPITULO 2

2.2.1 Material

Acido laurico comercial, dcido estedrico comercial e dcido oleico comercial, todos da
marca Dinamica Quimica Contemporanea Ltda (SP); acido ascérbico comercial da marca
Synth (SP); surfactante poliricinoleato de poliglicerol (GRINSTED® PGPR 90 — Danisco),
gentilmente cedido pela MasterSense Ing. Alim. Ltda (SP).

2.2.2 Descricao do equipamento

O equipamento utilizado para a obtencao das microparticulas foi o Mini spray dryer
Biichi-B290 com moédulo de spray chilling (Biichi, Uster, Switzerland). A Figura 2.2
apresenta o diagrama esquematico de funcionamento do equipamento, onde 1 € saida de ar
frio do desumidificador Biichi-B296, apresentado na Figura 2.3, 2 € a entrada de ar no
sistema, 3 € a entrada concéntrica de ar frio ao redor do bico de pulverizacdo, 4 é cimara de
resfriamento do spray, 5 € o ciclone que separa as particulas, 6 € o coletor, 7 € o filtro de
saida, 8 é o aspirador para circular o ar através do sistema e 9 € o bico atomizador, por onde

a amostra entra no sistema e € atomizada.

1
9

L

Figura 2.2 - Principio de funcionamento do Mini spray
dryer Biichi-B290 com moédulo de spray chilling
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A Figura 2.3 apresenta o diagrama esquemdtico de funcionamento do
desumidificador, onde 1 € a entrada de ar externo, 2 onde ocorre a condensa¢do, 3 unidade
de refrigeracdo, 4 dgua condensada, 5 produto, 6 saida de ar, 7 ar comprimido e 8

alimentacdo de amostra.

Dehumidifier B-296 Mini Spray Dryer B-290

@ V&

Figura 2.3 - Diagrama esquemdtico do funcionamento do
desumidificador Biichi-B296

O bico atomizador encamisado foi mantido aquecido por recirculagdo de dgua,
provinda de um banho térmico com recirculacdo adaptado. Um béquer contendo amostra
foi colocado dentro deste banho térmico a fim de manter a temperatura da amostra durante
a atomizacdo. Uma bomba peristdltica foi utilizada para alimentacdo da amostra (mantida
no banho térmico) até o equipamento. A configuracdao do spray utilizado esta apresentada
na Figura 2.4 a.

As condi¢des operacionais do equipamento foram determinadas através de ensaios
preliminares e conduzidas com didmetro do bico aspersor de 0,7 mm. A vazdo de
alimentacdo da amostra foi de 5,28.10"4 m3h, a vazdo do ar de atomizacdo utilizada foi de

0,66 m3/h, a vazao do aspirador foi mantida a 35 m3/h e a temperatura de entrada na cAmara
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foi resfriada a 6,2 £ 0,2 °C e de saida a 9,3 + 0,5 °C por um desumidificador Biichi B296
(Biichi, Uster, Sui¢a), Figura 2.4 b.

Figura 2.4 - Spray drier Biichi-B290 com médulo de spray chilling (a) e
desumidificador Biichi-B296 (b)

2.2.3 Métodos de analise

2.2.3.1 Determinagdo do teor de dcido ascorbico

O teor de acido ascorbico foi determinado utilizando o método 967.21 da AOAC
(1997), que se refere ao método de titulagdo com 2, 6 — diclorofenolindofenol, com as
modificacdes descritas por Benassi e Antunes (1988) que substituiram a solucdo de

extracdo padrdo (solu¢do de dcido metafosférico) por solucdo de édcido oxdlico. Uma
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solucdo de dcido L-ascorbico foi utilizada como padrdo. A concentragcdo de dcido ascérbico

foi calculada por comparacao com o padrao.
2.2.3.2 Determinacdo da composi¢cdo em dcidos graxos

A composi¢do em dcidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa dos ésteres
metilicos dos dcidos graxos, segundo a metodologia Ce 2-66 AOAC (1973). A preparagdo
dos reagentes foi realizada seguindo a metodologia descrita por Morita e Assumpg¢ao
(2001). O equipamento utilizado foi o cromatdgrafo gasoso capilar (CGC Agilent 6850
Series GC System) com detector de ionizacdo de chama (FID) e injetor com split. Os
componentes foram separados em coluna capilar (DB-23 Agilent (50% cyanopropyl) —
methylpolysiloxane) com dimensdes de 60 m de comprimento, didmetro interno de 0,25
mm e espessura de filme de 0,25 um). Foram injetadas amostras de 1,0 puL (taxa de split
1:50). As temperaturas do injetor e do detector foram de 250 °C e 280 °C, respectivamente.
Hélio foi usado como gas de arraste, com vazdo de 1,0 mL.min"". A programacao da
temperatura do forno foi 110 °C por 5 minutos, aumento da temperatura a 5 °C.min™" até
215 °C, mantendo em 215 °C por 34 min. A identificacdo dos picos foi baseada nos tempos
de retenc¢do obtidos a partir de uma amostra de composi¢ao conhecida, injetada nas mesmas

condigdes. As andlises foram conduzidas em duplicata.
2.2.4 Termogramas das misturas lipidicas

Os termogramas de fusdo e cristalizacdo das misturas lipidicas foram determinados
por meio de calorimetria diferencial de varredura (DSC). As andlises foram realizadas
usando o método Cj 1-94 da American Oil Chemists' Society (2004). O programa de
temperatura utilizado para as andlises térmicas das amostras foi o seguinte: temperatura
ambiente, aquecimento até 90 °C a uma taxa de 10 °C/min e manutengdo nessa temperatura
por 10 min, resfriamento até -40 °C a uma taxa de 10 °C/min, manutenc¢do da temperatura
por 30 min e posterior aquecimento a 90 °C a uma taxa de 5 °C/min.

A curva de fusao foi obtida no segundo aquecimento (amostra homogénea). O ponto

de fusdo das misturas foi considerado como a temperatura final do pico (endset), quando a
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mistura estd completamente fundida (NASSU e GONCALVES, 1999). As composicdes das

diferentes amostras analisadas estdo apresentadas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Misturas analisadas por DSC

Proporc¢ao entre os

Ensaio Mistura dcidos graxos
M1 Oleico (AO) Puro
M2 Laurico (AL) Puro
M3 Estedarico (AE) Puro
M4 AL/AO 50/50
M5 AL/AO 70/30
M6 AL/AO 80/20
M7 AL/AO 90/10
MS AE/AO 50/50
M9 AE/AO 70/30
M10 AE/AO 90/10

2.2.5 Ensaios preliminares

2.2.5.1 Métodos de dispersdo do dcido ascorbico no material de parede

Foram realizados testes preliminares em que o dcido ascorbico foi adicionado, em
forma de po, diretamente ao material de parede fundido (mistura de acido ldurico e oleico).
Foram utilizadas duas granulometrias, o dcido ascérbico obtido do fabricante, com
didmetro médio de 204 um, e moido, com almofariz e pistilo de porcelana, com didmetro
médio de 37,5 um.

A concentracdo de dcido ascorbico utilizada foi de 5 % (M/Mamostra total), € @
proporcdo entre os dcidos graxos do material de parede, dcido ldurico/4cido oleico foi de
70/30. Para fins de comparagdo, uma emulsdo foi preparada com a mesma mistura de
material de parede que as demais adicionando uma soluciao de acido ascérbico 30 % na
propor¢ao de 80/20 (material de parede/material de recheio) € 5 % (m/muypigio) de

surfactante poliricinoleato de poliglicerol - PGPR 90 (Ensaio T4). Foram utilizados
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diferentes métodos de homogeneizacdo, conforme descrito na Tabela 2.2 e as misturas

foram avaliadas visualmente.

Tabela 2.2 - Métodos de dispersdao do 4cido ascoérbico na

mistura de material de parede

Ensaio  Acido ascérbico  Homogeneizacio

T1 204 pm 1 min agitador mecanico

T2 37,5 um 1 min agitador mecéanico
+ 10 min de ultrassom

T3 37,5 um 1 min agitador mecanico

T4 Solugdo aquosa  Emulsdo - 5 min em

30 %

ultra-turrax (T 10 basic —
Ika) a 30.000 rpm

2.2.5.2 Condigoes de ensaio para obtencdo das particulas lipidicas utilizando diferentes

métodos de dispersdo do dcido ascorbico no material de parede

Apo6s avaliagdo da suspensdo de 4cido ascorbico na mistura lipidica, procedeu-se a

obtencdo de microparticulas por spray chilling, nas melhores condi¢des observadas para

dispersdo do 4cido ascérbico (ensaios T3 e T4) em diferentes concentracdes, nas condi¢des

do equipamento descrito no item 2.2.2. A Tabela 2.3 apresenta os ensaios realizados.

Tabela 2.3 - Ensaios

realizados

dispersdo do 4cido ascérbico no material de parede

para obtencdo das
particulas lipidicas utilizando diferentes métodos de

. . Proporcao Concentracao

Ensaio Mistura (nl:/m(‘; de AA % (n(i/m)
P1 AL/AO 70/30 5
P2 AL/AO 90/10 5
P3 AL/AO 70/30 10
P4 AE/AO 50/50 10
P5* AL/AO 70/30 6

AA: Acido ascérbico; AL: 4cido ldurico; AO: 4cido oleico; AE:

acido estedrico.

* Emulsdo preparada conforme descrito na Tabela 2.2
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2.2.6 Obtencao das microparticulas lipidicas contendo antioxidante

A obtencdo das microparticulas lipidicas foi realizada utilizando como material de
parede misturas de 4cido laurico (AL), saturado, e dcido oleico (AO), insaturado, em
diferentes propor¢des (Tabela 2.4). Uma solucdo de 4cido ascérbico 30 % foi utilizada
como material de recheio, visto que a solubilidade do dcido ascérbico em dgua a 25 °C € de
33 g/100 mL. A relacdo entre material de parede (AG) e material de recheio (AA) variou
conforme descrito na Tabela 2.4.

O surfactante utilizado foi o poliricinoleato de poliglicerol (GRINSTED® PGPR 90)
na concentragdo de 5 % (m/mipqio) (CHAMBI et al., 2008). Todos os ensaios foram

realizados em triplicata.

Tabela 2.4 - Condicdes de obtencdo das

microparticulas
Ensaio AL/AO AG/AA

(m/m) (m/m)
1 70/30 80/20
2 70/30 75125
3 70/30 70/30
4 80/20 80720
5 80/20 75/25
6 80720 70/30
7 90/10 80/20
8 90/10 75/25
9 90/10 70/30

AL/AO: Acido ldurico/4cido oleico
AG: Mistura dos 4dcidos graxos (ldurico e oleico)
AA: Solugido de acido ascérbico 30%

A obtencdo das microparticulas lipidicas contendo antioxidante foi realizada seguindo
a metodologia descrita por Chambi et al. (2008), com algumas adaptagdes, conforme
diagrama apresentado na Figura 2.5.

As misturas de dcidos graxos nas diferentes proporcdes foram aquecidas a uma
temperatura 10 °C acima dos pontos de fusao, que é de 41,6 °C para a mistura de 4cido
laurico e oleico na propor¢ao de 70/30 (m/m), 45,7 °C para a mistura na propor¢do de

80/20 (m/m) e 48,4 °C para a propor¢ao de 90/10, determinados por calorimetria diferencial
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de varredura (DSC). Ap6s a completa fusdo da mistura adicionaram-se 5 % (m/my;pigio) do
surfactante e a solugcdo de 4cido ascérbico 30 % na propor¢do respectiva de cada ensaio
(Tabela 2.4), submetendo cada mistura a homogeneizagdo em ultra-turrax (T 10 basic —

Ika) a 30.000 rpm por 5 min.

Mistura de lipidios Surfactante Solugido de
fundida antioxidante

|
Y

[ Homogeneizacdo em ] 30.000 rpm

ultra-turrax 5 min

Spray drier Biichi-B290 com
moédulo de spray chilling Atomizacio
10,7 mm J

D . :
bico aspersor l

Camara de
resfriamento

i

Microparticulas

N
J

6,2+0,2°C

Figura 2.5 - Diagrama de obtencdo das microparticulas lipidicas
contendo 4cido ascérbico

As emulsdes foram atomizadas pelo atomizador duplo fluido Biichi-B290 (Biichi,
Uster, Switzerland) descrito no item 2.2.2. As particulas formadas foram coletadas e
armazenadas a 10 °C. As condicdes de temperatura na entrada e saida da cdmara do spray
chilling e as condi¢des ambientes (temperatura e umidade relativa) para a triplicata de cada

ensaio foram anotadas e o rendimento do processo foi calculado (Equacao 1).

Rendimento (%) = ——<eletada_. 100 (1)

Matomizada
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Onde, m¢oerada € @ massa de particulas coletada ao final do processo € Mytomizada €

massa de emulsdo preparada e atomizada (50 g).

2.2.7 Caracterizacao das microparticulas lipidicas

2.2.7.1 Eficiéncia de encapsulacdo total (ET)

A determinacdo da eficiéncia de encapsulagdo total foi realizada a 25 °C com 100 mg
de microparticulas, adicionadas de 10 mL de cloroférmio em tubos de centrifuga de
polipropileno com tampa. A suspensdo foi submetida a agitacio em um agitador de
solucdes (AP-56 Phoenix Luferco) por 10 s, por duas vezes, com um intervalo de 10 min
entre as agitacdes. Apos, 10 mL de dgua destilada foram adicionados ao tubo submetendo-o
a agitacdo por 1 min, por trés vezes, com descanso de 10 min entre as agitacdes. A seguir
os tubos foram levados a centrifuga (Allegra 25R, Beckman Coulter) por 10 min a 10.000
rpm, seguindo a metodologia descrita por Leonel et al. (2010), com algumas adaptacdes. A
determinac¢do da quantidade de 4cido ascorbico presente foi determinada na fase aquosa, ao
final da centrifugacdo pelo método descrito no item 2.2.3.1.

A eficiéncia de encapsulagdo total das microparticulas produzidas foi definida como a
razdo entre a quantidade total de dcido ascorbico (AAT) presente na amostra e a quantidade

inicial adicionada a emulsdo (AAy), em base imida (Equagdo 2).

ET(%)= ‘:’:7 100 )

0
2.2.7.2 Determina¢do da quantidade de dcido ascorbico superficial (AAg)
A determinacdo da quantidade de &4cido ascérbico superficial das particulas foi
realizada conforme metodologia usada por Ribeiro, Arellano e Grosso (2012), com algumas

adaptacdes. 100 mg de amostra foram suspensas em 10 mL de solu¢do de Tween 80 (0,1

%) em erlenmeyer de 125 mL. Estes foram submetidos a agitacdo em incubadora com
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agitacao orbital (TE-420 Tecnal) a 100 rpm por um periodo de 5 min. A seguir, a suspensao

foi filtrada em papel de filtro e a quantidade de 4cido ascorbico determinada no filtrado.
2.2.7.3 Eficiéncia de encapsulagdo efetiva (EE)

A eficiéncia de encapsulacido efetiva foi calculada subtraindo-se a quantidade de
acido ascérbico superficial (AAs) da quantidade total de &4cido ascérbico (AAr)
determinada na amostra, ambos em base imida. O valor obtido foi comparado a quantidade
inicialmente adicionada a emulsdo para a obtencao das microparticulas (AAy). O quociente
expresso em porcentagem representa o valor da eficiéncia de encapsulacao efetiva (EE)

(Equacao 3).

AAT AAS
EE(%) = =L —=+100 3)

2.2.7.4 Distribuicdo de tamanho e diametros médios das particulas

A distribuicdo de tamanho das particulas foi determinada por difracdo a laser
utilizando o equipamento Mastersizer S (Malvern Instruments, Malvern, UK) pela
dispersdo das microparticulas em uma solu¢cdo aquosa de Tween 20 (0,5 %). A distribui¢ao
do tamanho das particulas foi monitorada durante cada uma das medicdes, até que as
leituras sucessivas se tornassem constantes. O tamanho de particula foi expresso como o
diametro equivalente de volume dv (um) definido pela Equagdo 4, em que v € o volume da

particula (FAN et al., 1998).

T

1/3
dv= (@j 4)

A distribui¢do de tamanho foi determinada utilizando os parametros caracteristicos
dv(0,1), dv(0,5) e dv(0,9), que s@o os diametros de volume equivalentes em 10 %, 50 % e

90 % do volume acumulado, respectivamente. O didmetro médio D[3,2], que € igual ao
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valor do didmetro médio de 4rea superficial ou didametro médio de Sauter e representa a
média dos diametros de esferas de drea superficial igual a das particulas reais (Equagdo 5),
e o didmetro médio D[4,3], o qual € igual ao valor do didmetro médio de volume ou
diametro médio de De Brouckere e representa a média dos didmetros de esferas de volume

igual ao das particulas reais (Equacao 6), também foram determinados (FAN et al., 1998).

[ v fy(@v)d(av)

D[3,2] =% &)
[ v fy(dv)diav
[ av' fy(av)d(av)

D[4,3] =" (6)
[ av* £, (dv)d(av)

Onde fy € a fracdo em base numérica de particulas de didmetro dv.

2.2.7.5 Cinética de liberagdo do recheio

A liberacdo do recheio das microparticulas lipidicas foi determinada no tempo
inicial e a cada 30 min por duas horas a uma temperatura de 25 °C, seguindo a metodologia
descrita por Ribeiro, Arellano e Grosso (2012), com algumas modificacOes. A andlise foi
realizada pela dispersdo de 100 mg de amostra em 10 mL de uma solugdo 0,1 % de Tween
80 em erlenmeyers de 125 mL. Os erlenmeyers foram submetidos a agitacdo em uma
incubadora com agitacdo orbital (TE-420 Tecnal) a 100 rpm. A cada intervalo de tempo, a
suspensdo foi filtrada em papel de filtro e a concentragdo de antioxidante determinada no

filtrado através do método descrito no item 2.2.3.1.

2.2.7.6 Modelagem cinética de liberacdo do recheio

Os dados de liberacdo do &cido ascérbico das microparticulas lipidicas solidas
foram analisados para determinar a cinética de liberacdo usando trés modelos cinéticos

incluindo a equacgdo de primeira ordem (Equacdo 7), a equacdo modificada de Higuchi
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(1963) (Equagdo 8) e o modelo empirico modificado de Ritger-Peppas (1987) (Equagdo 9)
(CHIME et al., 2013).

M
50 _ g-katr=5 7)
My — Ms) = ky(t — 5)*/2 (8)
M(t) - MS == k3. (t - S)Tl (9)

Onde:

M;): Massa de acido ascorbico liberado no tempo t;

M:s: Massa de acido ascorbico liberado no tempo 5 min;

k;: Constante cinética de primeira ordem

k»: Constante cinética do modelo modificado de Higuchi

ks: Constante cinética do modelo modificado de Ritger-Peppas

n: Expoente de difusdo e indicador do mecanismo de transporte do recheio (Ritger-

Peppas)

2.2.7.7 Comportamento térmico das particulas

O comportamento térmico das microparticulas selecionadas para incorpora¢io nos
filmes foi determinado por calorimetria diferencial de varredura (DSC) em um calorimetro
modelo 2920 (TA Instruments, Pennsylvania, USA), seguindo a metodologia descrita por
Gavory et al. (2013) com modificagdes. Foram pesadas 5 mg de amostra em capsulas de
aluminio, as quais foram hermeticamente seladas. Uma cdpsula de aluminio vazia foi
utilizada como referéncia. O programa de temperatura utilizado foi de estabilizacdao em 25
°C e aumento de temperatura a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min até 90 °C. Os
termogramas obtidos por DSC foram avaliados utilizando o software Universal Analysis

2000 (TA Instruments).
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2.2.7.8 Morfologia das particulas

A morfologia das particulas lipidicas selecionadas para incorporacdo nos filmes, dos
ensaios 3, 5 e 6 (Tabela 2.4), foi observada por microscépio 6ptico SCOPE Al — ZEISS
(Alemanha Oriental) com um aumento de 100 e 400 vezes. O software de aquisi¢do de
imagens utilizado foi o Carl Zeiss Axio Vision Rel. 4.8.2. As amostras foram suspensas em

uma solu¢do de Tween 80 (10 %).

2.2.8 Analise estatistica

Os ensaios foram realizados em triplicata. Os resultados obtidos foram analisados por
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey a nivel de significancia de 5 %, com
auxilio do programa Statistica 7.0.

Neste estudo, também foi empregado o método de agrupamento hierarquico
aglomerativo, o qual se caracteriza pelo estabelecimento de uma estrutura em forma de
arvore, sendo esta a mais utilizada. Dentro deste método, escolheu-se o encadeamento de
Ward (um método que busca gerar grupos que possam minimizar a variancia dentro destes
grupos). Assim, o método de Ward calcula as médias de todas as varidveis para cada grupo,
escolhendo a que proporciona a menor variancia. Este método é altamente eficiente na

formacdo de grupos (ANDRADE-MAHECHA, 2012).
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1 Caracterizaciao da matéria-prima
2.3.1.1 Composicdo em dcidos graxos

A Tabela 2.5 apresenta a composicio em dcidos graxos das matérias-primas
utilizadas como material de parede (4cido estedrico, 4cido ldurico e 4cido oleico
comerciais) das microparticulas lipidicas. Os cromatogramas obtidos estdo apresentados no

Apéndice 1.

Tabela 2.5 - Composicdo em 4cidos graxos das matérias-primas

Composicao em acidos graxos (%)

Acido Graxo e;?:;fi(;o Acido laurico Acido oleico
comercial comercial comercial

C10:0 caprilico 03 = 00
C12:0 laurico 01 = 0,0 98,77 £ 0,01 0,04 = 0,01
C14:0 miristico 428 + 0,02 040 + 0,01
C15:0 pentadecandico 0,7 + 0,0 0,2 + 0,0 0,1 + 0,0
C16:0 palmitico 285 = 03 0,61 + 0,01 55 = 04
Cl16:1 palmitoléico 1,60 + 0,03
C17:0 margérico 24 + 0,1 0,17 + 0,02
C17:1 cis-10-heptadecandico 047 + 0,02
C18:0 estearico 62,6 + 0,6 1,60 + 0,03
C18:1t elaidico 093 += 0,04
C18:1 oleico 03 £ 0,2 776 + 04
C18:2t linolelaidico 0,59 + 0,01
C18:2 linoléico 98 + 0,1
C18:3 linolénico 043 + 0,09
C20:0 araquidico 0,73 £ 0,02 0,14 = 0,01
C20:1 gadoléico 04 + 0,0
C22:0 behénico 0,19 += 0,05
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A partir dos resultados obtidos por cromatografia gasosa, que determina as
concentracdes de dcidos graxos pelo tamanho de cadeia e suas insaturacdes, € possivel
verificar que o 4cido estedrico comercial apresenta aproximadamente 28 % da sua
composi¢ao formada por 4cido palmitico e 63 % de acido estedrico.

O 4cido l4urico comercial foi o que apresentou maior grau de pureza com 98 % de
sua composicdo formada por 4cido ldurico, seguido do 4cido oleico comercial que

apresentou um contetido de 77 % de acido oleico.

2.3.1.2 Termogramas das misturas lipidicas

2.3.1.2.1 Comportamento térmico das misturas de 4cido laurico e oleico

A Figura 2.6 apresenta os termogramas de fusdo dos 4cidos graxos comerciais
oleico (M1) e laurico (M2) e das misturas M4, M5, M6 e M7 mostrando a presenca de dois
picos nestes termogramas, por se tratar de misturas de dois acidos graxos. Um pico mais
acentuado representando a fracdo rica em 4cido l4urico (saturado), chamado de pico d e um

menos pronunciado, o qual representa a frag@o rica em &cido oleico (insaturado), chamado

pico c.
S~ V
Qj) C
=
= -\
% 1 - c —d
3= g ~a
% C —~4
= c \/d
-40 -20 0 20 40 60 80

Temperatura (°C)

——MI Oléico (AO) ——M2 Ldurico (AL) ——M4 AL/AO (50/50)
——MS5 AL/AO (70/30) ——M6 AL/AO (80/20) —— M7 AL/AO (90/10)

Figura 2.6 - Termogramas de fusdao das misturas de &cido ldurico
(AL) e 4cido oleico (AO)
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As temperaturas de onset e endset (ponto de fusdo) do pico d sofreram uma
diminui¢do em relacdo aos compostos puros, com o aumento do teor de 4cido oleico
presente nas misturas, com uma correspondente diminui¢do da entalpia (Figura 2.6). A
temperatura de fusdo dos lipidios € diretamente proporcional ao tamanho da cadeia e
inversamente proporcional ao seu grau de insaturacao (ROOS, 1995).

Pode-se observar que a intensidade dos picos se altera conforme a propor¢do de
dcidos graxos utilizada, sendo que na mistura M4 as intensidades dos picos ficam muito
proximas por se tratar de uma propor¢ado 1:1. Isso também pode ser observado pelos valores
de entalpia de fusao apresentados na Tabela 2.6, a qual apresenta o comportamento térmico
de fusdo dos 4cidos graxos, oleico e ldurico comerciais e suas misturas. Nesta tabela, as
entalpias de fusdo dos picos ¢ e d foram calculados, também, por grama de é4cido oleico

(insaturado) e de laurico (saturado), respectivamente.

Tabela 2.6 - Comportamento térmico de fusdo dos dcidos graxos oleico e ldurico
comerciais e suas misturas

Mistura/ Pico Temperatura Temperatura Temperatura Entalpia de Entalpia de Entalpia de
Proporcao onset (°C) pico (°C) endset (°C) fusao fusao fusao
. (J/ gamostra) (J/ gin*) (J/ gsa**)
M1 ?}fg)‘) Puro ¢ -12#l 9302  17,1£0,9 9741 - -
d R R _ _ _ _
Laurico
M2 (AL) Puro ¢ - - - - - -
d 33+2 46,0£0,2 54+1 169+3 - -
M4 AL/AO 50/50 ¢ -16x2 3,8+0,1 6,9+0,2 30,5+0,3 61°+1
d 7,5+0,4 26,7+0,2 30,9+0,4 49+1 98"+2
M5 AL/AO 70/30 ¢ -10,4%0,4 3,620,1 6,5+0,1 18,3+0,3 61°+1
d 12+4 37,2+0,4 41,6%0,1 83+5 119°+7
M6 AL/AO 80/20 ¢ -8,0+0,9 3,6%0,1 6,8+0,1 12,3+0,7 61°+1
d 15,8+0,6 40,1£0,1 45,7+0,4 108,8+0,7 136°+1
M7 AL/AO 90/10 ¢ -7,6%0,3 2,7+0,1 5,4+0,2 5,5+0,3 55%1
d 16+2 42,3+0,3 48+2 1313 1463

*in: fracdio insaturada (dcido oleico); **sa: fragdo saturada (dcido ldurico).

Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)
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A fusdo de substincias, com estruturas cristalinas com menor grau de ordenacao ou

sOlidos amorfos, requer menos energia para ocorrer que substancias com alto grau de
cristalinidade, as quais precisam superar as forgas estruturais. Assim, baixos valores de
entalpia de fusdo sugerem arranjos estruturais menos ordenados e vice-versa (LIN et al.,
2007).
Portanto, a adi¢cdo de 4cido oleico na mistura de dcidos graxos favorece a formacio de
matrizes menos ordenadas, contendo imperfei¢des nas suas estruturas, ou seja, a adi¢do de
acido oleico a matriz lipidica promoveu um decréscimo na sua cristalinidade, o que € muito
importante para a microencapsulacdo, visto que, tanto uma estrutura menos ordenada,
quanto uma matriz lipidica amorfa, favorecem uma maior encapsulacio de compostos
ativos na matriz (GOMES et al., 2013).

A Tabela 2.6 mostra que as temperaturas de endset dos dcidos graxos comerciais, ou
seja, o ponto de fusdo, foi de 17,1 £ 0,9 °C para o acido oleico puro, o qual apresenta
menor temperatura por se tratar de um 4cido graxo insaturado, e de 54 + 1 °C para o 4cido
laurico.

O menor ponto de fusdo, encontrado na mistura M4, foi de 30,9 + 0.4 °C,
inviabilizando a utilizacdo dessa mistura como material de parede para a obtencdo de
microparticulas por spray chilling, devido a instabilidade a temperatura ambiente. Os
pontos de fusdo das demais misturas ficaram na faixa de 41,6 £ 0,1 °C a 48 = 2 °C,
temperatura suficiente para manter as particulas solidas a temperatura ambiente, mas nao
tdo alta que possa degradar o ingrediente ativo durante o processo de obtencdo de
microparticulas lipidicas. O dcido oleico adicionado se mantem no estado liquido a
temperatura ambiente em todas as misturas.

A Figura 2.7 apresenta os termogramas de cristalizacio dos d4cidos graxos
comerciais oleico (M1) e laurico (M2) e das misturas M4, M5, M6 ¢ M7 mostrando a
presenca de dois picos nestes termogramas, por se tratar de misturas de dois dcidos graxos;
um pico mais acentuado representando a fracdo rica em &4cido ldurico (a) e um menos

pronunciado, o qual representa a fracdo rica em acido oleico (b).
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Figura 2.7 - Termogramas de cristalizacdo das misturas de dcido l4urico
(AL) e acido oleico (AO)

A Tabela 2.7 apresenta as temperatura e entalpias de cristalizacao das misturas M4,
M5, M6 e M7, demonstrando que da mesma forma que para a temperatura de fusio, houve
uma diminui¢@o na temperatura de cristalizacdo das misturas com o aumento da quantidade
de 4cido graxo insaturado (oleico). Ross (1995) afirma que o calor latente liberado pela
cristalizacdo deveria ser igual a quantidade de calor necessdria para a fusdo a mesma
temperatura. No entanto, a cristalizacio pode ocorrer a temperaturas inferiores a
temperatura de fusdo de equilibrio.

Ao comparar as entalpias e temperaturas de fusdo e cristalizacdo, apresentadas nas
Tabelas 2.6 e 2.7, respectivamente, observa-se que embora todas as entalpias das misturas
tenham sido menores que as entalpias dos 4cidos graxos puros, a entalpia de fusdo em
relacdo a fracdo rica em 4cido laurico apresentou valores mais baixos que os encontrados
para entalpia de cristalizagdo das misturas. O fluxo de calor necessario (intensidade do
pico) para a cristalizacdo das misturas foi maior que para a fusdo e esta diferenca de
intensidade do pico entre as curvas foi minimizada com o aumento da concentragdo de

acido laurico (saturado) na mistura. A cristalizacdo de gorduras é geralmente um processo
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lento, enquanto que a fusdo € uma reacdo instantinea, visto que a cristalizacdo é composta

por duas fases: a nucleacao e o crescimento do cristal (DEMAN, 2008).

Tabela 2.7 - Comportamento térmico de cristalizacdo dos 4cidos graxos oleico e ldurico
comerciais e suas misturas

Mistura/ Pico Temperatura Temperatura Temperatura Entalpia de Entalpia de Entalpia de
Proporcao onset (°C) pico (°C)  endset (°C) cristalizacio cristalizacao cristalizacdo
(J/ gamostra) (J/ gin*) (J/ gsa**)
Oleico
M1 (AO) Puro a - - - - - -
b 1 £1 -3,440,1 21+1 93+1 - -
M2 Lf‘/‘irLi‘):" Puro a 40 = 1 37,7404 2441 17123 - -
b i i _ _ i _
M4 AL/AO50/50 a 19,8 + 0,3 16,9+0,2 -4,2+0,2 64+1 127%+3
b 97 + 02 -11,3+0,3 -24,6+0,9 32+1 64°+1
M5 AL/AO70/30 a 28,9 + 0,6 25,9+0,7 -4,1+0,6 98+2 140°+2
b 94 + 06 -11,8+0,1 -24,4+0,7 18+1 60°+1
M6 AL/AO80/20 a 32,6 + 0,3 29,5+1,2 -1+5 119+1 149°+1
b -10,5 + 04  -13,0+0,3 2242 11,9+0,3 60°+1
M7 AL/AO90/10 a 36,3 + 0,2 33,3+0,2 3+2 1361 151°+1
b -10,7 £ 0,1 -13,4+0,2 2143 61 5842

*in: fracdo insaturada (4cido oleico (AO)); **sa: fracdo saturada (dcido laurico (AL).
Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)

Os termogramas de fusdo e cristalizacdo das misturas de acido laurico e oleico
sobrepostos (Figuras 2.6 e 2.7, respectivamente), mostram que os picos referentes a fracao
de 4cido oleico nas misturas (b e c) praticamente ndo se deslocam entre diferentes
propor¢des estudadas, enquanto que os picos referentes a fracdo de 4cido l4urico (a e d)
deslocam-se para a direita com a diminuicdo da proporcdo de acido oleico na mistura.
Através dos resultados de entalpia de fusdo e cristalizacdo em fun¢do das massas de cada
acido graxo e ndo da mistura como um todo (Tabelas 2.6 e 2.7), observa-se que as entalpias
em fun¢do da massa de 4cido oleico dos picos b e c, os quais o representam a fragdo deste
na mistura, ndo variaram a nivel de significancia de 5 % entre os ensaios M4, M5 e M6

(fusao) e entre os ensaios M5, M6 e M7 (cristaliza¢do), enquanto as entalpias em fungao da

40



CAPITULO 2

massa de dcido laurico dos picos a e d sofreram variacdo, mostrando que ha uma dissolugdo

do acido oleico no acido laurico.

2.3.1.2.2 Comportamento térmico das misturas de acido estedrico e oleico

A Figura 2.8 apresenta os termogramas de fusdo sobrepostos do dcido oleico e
estedrico comerciais, M1 e M3, respectivamente, e suas misturas em diferentes propor¢des
M8, M9 e M10. A Tabela 2.8 apresenta o comportamento térmico de fusdo dos é4cidos

graxos oleico e estedrico comerciais e suas misturas.
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——M9 AE/AO (70/30) ——M10 AE/AO (90/10)

Figura 2.8 - Termogramas de fusdo das misturas de dcido estedrico (AE)
e acido oleico (AO)

A Figura 2.8 mostra que os termogramas das misturas de acido estedrico e 4cido
oleico M8, M9 e M10 apresentaram dois picos principais, os quais representam a fracao
rica em &4cido oleico (pico ¢) e rica em 4acido estedrico (pico d) da mistura. O pico d
apresentou um pequeno pico secundario em todas as misturas. O dcido estedrico puro

apresentou dois picos de fusdo, um de maior intensidade com temperatura de pico de 58,7 +
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0,2 °C e outro menor na temperatura de 47,9 + 0,3 °C, resultante da forma polimérfica
menos estavel do acido estearico (Tabela 2.8).

Segundo Sala et al. (2010), um polimorfo pode ser definido como uma fase sélida
cristalina de um dado composto, resultante da possibilidade de diferentes arranjos das
moléculas durante a cristalizagdo, sem variacdo da composicdo. O 4cido estedrico pode
cristalizar-se em vérias formas polimérficas, dependendo das condi¢des de cristalizacdo a
que for submetido. Cinco fases polimérficas do dcido estedrico sao conhecidas duas formas
triclinicas, mais estaveis, e trés formas monoclinicas com uma subcélula ortorrombica,
menos estaveis.

A partir da Figura 2.8, que apresenta os termogramas de fusdo das misturas
sobrepostos, observa-se que houve um deslocamento do pico d (fragdo rica em estedrico)
para a esquerda com o aumento da fracdo de &acido oleico na mistura, ou seja, uma
diminui¢do no ponto de fusdo; fendmeno equivalente ao encontrado para as misturas de
acido laurico e oleico.

Além das temperaturas de endset e onset do pico d sofrerem uma diminui¢do com o
aumento da concentracdo de acido oleico, uma diminui¢do na entalpia de fusdo das
misturas, em relacdo aos compostos puros, foi constatada, como pode ser observado na
Tabela 2.8.

Os pontos de fusdo (endset) das misturas M8, M9 e M10 variaram de 54,0 £ 0,9 °C
a 64 + 2 °C, possibilitando sua utilizacdo como material de parede de microparticulas
produzidas por spray chilling por apresentarem estabilidade a temperatura ambiente.
Porém, ingredientes ativos que sofrem degradacdo a altas temperaturas podem ser
deteriorados durante as etapas de processamento em que sao utilizadas temperaturas 10 °C

acima do ponto de fusao.
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Tabela 2.8 - Comportamento térmico de fusdo dos dcidos graxos oleico e estedrico puros e
suas misturas

Mistura/ PicoTemperatura Temperatura Temperatura Entalpia de Entalpia de Entalpia de
Proporcao onset (°C) pico (°C) endset (°C) fusao fusdo (J/gi,+) fusao
(J/Zamostra) (J/gsar+)
M1 O(jf(l)c)o Puro ¢ -12+1 9,3+0,2 17,1+0,9 97+1 - -
d - - - - - -
M3 Es(tzagi)co Puro ¢ - - - - - -
d 2241 58,7+0,2 66,4+0,7 15242 - -
d1l - 47,9+0,3 - - . -
M8 AE/AO 50/50 ¢ -12+1] 7,4+0,3 11,7+0,8 41,1£0,5 82" + 1
d 13,0+04 42,2+0,9 54,0+0,9 65,9+0,8 132 + 2
dl - 33+1 - - -
M9 AE/AO 70/30 ¢ -14+2 6,3+0,2 10,8+0,9 25+3 82" £ 5
d 12,6+0,6 48,4+0,2 601 104£10 148* + 15
d1 - 38,9+0,2 - - -
MI10 AE/AO 90/10 ¢ -12+2 -3,1+0,7 5+2 6,5+0,8 65" * 2
d 17£2 56+3 64+2 137£13 152" + 14
di - 44,6+0,9 - - - -

*in: fracdo insaturada (4dcido oleico); **sa: fracdo saturada (dcido estedrico)
Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)

As entalpias de fusd@o das misturas apresentadas na Tabela 2.8 mostram que as
misturas M8 e M9 apresentaram valores de entalpia de fusdao por grama da fracdo rica em
acido estedrico, menores que a entalpia de fusdo do 4cido estedrico puro, ou seja, estes
apresentaram uma diminuicao na cristalinidade da estrutura. Pode ser observado que apenas
10 % de &cido oleico na mistura ndo influencia na sua cristalinidade em relacdo ao acido
estedrico puro, visto que a mistura M10 apresentou entalpia de fusdo do pico d igual a do
ensaio M3 (4cido estedrico puro), embora a temperatura de fusdo (endset) tenha sido menor
para a mistura M10.

A Figura 2.9 apresenta os termogramas de cristaliza¢do sobrepostos do dcido oleico

e estedrico comerciais, M1 e M3, respectivamente, e suas misturas em diferentes

43



CAPITULO 2

proporcoes M8, M9 e MI10. A Tabela 2.9 apresenta o comportamento térmico de

cristalizacdo dos 4cidos graxos oleico e estedrico comerciais € suas misturas.
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Figura 2.9 - Termogramas de cristalizacdo das misturas de dcido estearico
(AE) e acido oleico (AO)

As misturas M8, M9 e MI0 também apresentaram um pico de cristalizacio
caracterizando a fracdo de &cido oleico e dois picos caracterizando a fracdo de 4cido
estedrico da mistura, um de maior magnitude referente a forma polimérfica mais instavel, a
qual cristaliza em uma temperatura mais alta, e outro de menor magnitude referente a forma
polimérfica mais estdvel do acido estedrico (Figura 2.9). A cristalizagdo ocorre na ordem
inversa a estabilidade do polimorfo, ou seja, formas menos estdveis cristalizam primeiro
que as mais estaveis (ROOS, 1995).

A Tabela 2.9 mostra que com o aumento da concentracdo de acido oleico na
mistura, as temperaturas do pico a, de onset e endset sofreram uma redugdo, assim como a

entalpia de cristalizag@o.
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Tabela 2.9 - Comportamento térmico de cristalizacdo dos dcidos graxos oleico e estedrico
puros e suas misturas

Mistura/ Pico Temperatur Temperatura Temperatura Entalpia de Entalpia de Entalpia de
Proporcao aonset (°C) pico (°C) endset (°C) cristalizacao cristalizacao cristalizacao
(J/Zamostra) (/i) (J/gsu=)
Ml O(jfg:)o Puro a - - - - - -
b 1£1 -3,4+0,1 211 931 - -
M3 Es(tfgi)co Puro a  502+03 46806 174305 14943 : :
al - 39,0+0,1 - - - -
b - - - - - -
M8 AE/AO 50/50 a  38,0+0,3 35,8+0,3 612 68+4 135°+7
al - 25,4+0,7 - - - -
b  -4,1+0,1 -7,3+£0,3 2144 38+1 762
M9 AE/AO 70/30 a  44,0+0,9 41,2+0,8 4+1 10511 150°+16
al - 311 - - - -
b -8,2+0,9 -12+1 -26+3 24+4 79°+8
MI10 AE/AO 90/10 a  48,0+0,4 4442 82 138+12 153%+13
al - 35+1 - - - -
b -20,1£0,5 -23+1 -30+2 5,0+0,5 50°+1

*in: frac@o insaturada (4dcido oleico); **sa: fracdo saturada (4cido estedrico)
Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)

A partir da Tabela 2.9 observa-se que as entalpias de cristalizacdo em fungdo da
massa de 4cido graxo insaturado (oleico), ou seja, a entalpia do pico b ndo variou a nivel de
significancia de 5 % entre as misturas contendo acima de 30 % de acido oleico (M8 e M9),
assim como as entalpias de fusao.

Os picos de fusdo e cristalizagdo do dacido estedrico foram largos, sugerindo
polimorfismo, o que foi evidenciado pela presenca de dois picos, tanto na fusdo, quanto na
cristalizacdo. Estes resultados estdo de acordo com o polimorfismo complexo existente nos
acidos graxos, e particularmente no 4cido estedrico, que apresenta vdrias formas

polimoérficas (SEVERINO et al., 2011).
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2.3.2 Ensaios preliminares

2.3.2.1 Métodos de dispersdo do dcido ascorbico no material de parede

A Tabela 2.10 apresenta os resultados obtidos nos ensaios dos diversos métodos
utilizados para dispersar o dcido ascérbico no material de parede. Observa-se que em todos
os ensaios houve decantacdo do 4cido ascérbico, quando este foi utilizado em pd. A
utiliza¢do do 4cido ascorbico com diametro de 204 um (ensaio T1), conforme obtido pelo
fabricante, devido a sua granulometria (maior) ndo se dispersou adequadamente na matriz
lipidica. A utilizacdo de ultrassom (ensaio T2) a fim de melhorar a dispersdo também nao
foi eficiente, visto que, a manuten¢do do mesmo na temperatura de andlise (10 °C acima do
ponto de fusdo da mistura) provocou o escurecimento da mistura, causado pela degradacdo
do 4cido ascérbico. Segundo Chang et al. (2010), o 4cido ascorbico devido a sua natureza
oxidativa e reativa, pode causar problemas de degradacdo e instabilidade em sistemas
alimentares que os contém, provocando alteragdes indesejdveis na cor do alimento.

O ensaio T4, realizado pela obtencdo da emulsdo foi o que apresentou maior
homogeneidade e estabilidade, dentre todos os ensaios realizados. Portanto, avaliou-se a

obtencdo das microparticulas lipidicas com o ensaio T3 (37,5 um) e T4 (emulsao).

Tabela 2.10 - Andlise visual da suspensdo de 4cido ascérbico (5 % m/m) na mistura de
material de parede AL/AO: 70/30

Ensaio  Acido ascorbico Homogeneizacao Resultado
T1 Normal 1 min agitador mecanico  Decantou. Particulas muito
grandes
T2 Peneirado #200 1 min agitador mecanico  Dispersou melhor, mas ainda
mesh + 10 min de ultrassom houve decanta¢do. Os 10 min

em ultrassom provocaram o
escurecimento da amostra

T3 Peneirado #200 1 min agitador mecanico  Dispersou, mas ainda houve
mesh decantagdo. Foi necessario
manter agitacdo constante para
ndo decantar.

T4 Solugdo aquosa  Emulsdo - 5 min ultra- Emulsdo homogénea estavel
30 % turrax por 30 min
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2.3.2.2 Condigées de ensaio para obtencdo das particulas lipidicas utilizando diferentes

métodos de dispersdo do dcido ascorbico no material de parede

A Tabela 2.11 apresenta a eficiéncia de encapsulacao total e efetiva e a quantidade
de éacido ascorbico superficial das microparticulas produzidas com a suspensdo de 4cido
ascorbico, com diametro médio de 37,5 um (método de dispersdo T3) na matriz lipidica.
Observa-se, a partir dos resultados, que independente da proporc¢do entre os dcidos graxos
do material de parede ou da concentracdo de acido ascorbico utilizada, a eficiéncia de
encapsulacdo efetiva foi muito baixa, com valores abaixo de 8 %. No ensaio realizado com
a mistura de material de parede contendo 4cido estedrico (P4) nao foi possivel a formacao
de particulas, visto que houve o entupimento do bico atomizador pela decantacdo do 4cido
ascorbico no interior do mesmo. O experimento P35 realizado pela atomizagdo da emulsao
foi o resultou em maiores valores de eficiéncia de encapsulagdo total, efetiva e menor teor
de écido ascorbico superficial.

A partir desses resultados optou-se pela utilizacdo de uma solugdo aquosa de acido
ascorbico emulsionada juntamente com a mistura de material de parede e o surfactante
poliricinoleato de poliglicerol (GRINSTED® PGPR 90), conforme ensaio T4 de disperséo.
Diversos autores tém utilizado emulsdes contendo solu¢des aquosas de ingrediente ativo na
obtencdo de microparticulas lipidicas (CHAMBI et al., 2008; LEONEL et al., 2010;
RIBEIRO, ARELLANO e GROSSO, 2012; CHIME et al., 2013; GOMES et al., 2013).

Tabela 2.11 - Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas produzidas com a
suspensao do 4cido ascorbico

Ensaio Mistura Proporciao Concentracido Eficiéncia Eficiéncia AA superficial

(m/m) de AA % (m/m) total (%) efetiva (%) (%)
P1  AL/AO 70/30 5 52 8 85
P2 AL/AO 90/10 5 26 3 90
P3 AL/AO 70/30 10 60 2 96
P4  AE/AO 50/50 10 ok ok ok
P5*  AL/AO 70/30 6 87 69 20

AA: Acido ascorbico; AL: acido laurico; AO: acido oleico; AE: acido estedrico
* Emulsdo preparada conforme descrito na Tabela 2.2
** Nao formou particulas, visto que o 4cido ascérbico decantou entupindo o bico atomizador
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2.3.3 Obtencao das microparticulas lipidicas contendo antioxidante

A partir dos resultados obtidos nos ensaios preliminares foram realizados os
diversos experimentos para obtencdo do dcido ascérbico microencapsulado, de acordo com
a Tabela 2.4.

A Tabela 2.12 apresenta as condicdes de temperatura e umidade relativa na
obtencdo das microparticulas lipidicas, bem como o rendimento do processo. Observa-se
que nao houve muita variagdo nas temperaturas e umidades relativas do ar ambiente
utilizadas nos ensaios, bem como o desvio padrdo entre as triplicatas foi baixo, inferior a 3
°C para as temperaturas e inferior a 7 % para a umidade relativa. Portanto, provavelmente
esses fatores ndo influenciaram nos resultados das andlises.

Foram obtidos 6timos rendimentos para todos os experimentos, maiores que 62 %
em todas as andlises, chegando a 73 % no experimento 5. Rendimentos ainda maiores nao
puderam ser obtidos, devido as caracteristicas das particulas de gordura, que ficam aderidas
nas paredes do interior do equipamento.

A Figura 2.10 apresenta o aspecto das microparticulas lipidicas contendo &cido
ascorbico, produzidas por spray chilling. As particulas com maior contetido de 4cido oleico

na mistura de material de parede apresentaram-se mais aglomeradas.
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Tabela 2.12 - Condi¢oes de temperatura e umidade de obtengdo das microparticulas por
spray chilling e rendimento do processo

Ensaio AL/AO AG/AA T entrada* T caidar T ambiente  UR ambiente Rendimento
(m/m)  (m/m) O O () (%) (%)
1 70/30 80/20 6 =1 9 £ 1 25 + 2 47 = 7 67 = 5
2 70/30 75/25 63 £ 06 93 £ 06 25 + 1 51 £3 67 £ 5
3 70/30 70/30 6 £1 87 06 26 %1 46 + 5 64 + 4

4 80/20 80/20 6,3 + 0,6 93 £ 0,6 25 £ 2 53+ 3 72,1 £ 05
5 80/20 75/25 5,7 £ 0,6 87 £ 06 24 + 1 55 £ 6 73 £ 3
6 80/20 70/30 6 =1 9 £ 1 25 £ 3 52 + 7 68 + 1
7 90/10 80/20 63 + 0,6 10 £ 0 26 + 2 44 + 6 67 £ 6
8 90/10 7525 63 + 06 10 £ 0 255 £ 0,6 50 £ 6 62 £ 6
9 90/10 7030 63 + 06 9 * 1 26 + 3 46 + 14 70 £ 2

*Temperatura do ar na entrada na cAmara;
** Temperatura do ar na saida da cimara;
AL: 4cido laurico; AO: 4cido oleico; AA: Solugdo de dcido ascérbico 30 % (material de recheio); AG: acidos
graxos (material de parede)

49



CAPITULO 2

Os nimeros de cada figura correspondem aos ensaios descritos na Tabela 2.12

Figura 2.10 - Microparticulas lipidicas de &cido ascorbico produzidas por spray
chilling
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2.3.4 Caracterizacao das microparticulas

2.3.4.1 Eficiéncia de encapsulacdo

A Tabela 2.13 apresenta os percentuais de eficiéncia de encapsulacdo total (ET) e
efetiva (EE) e o teor de dcido ascorbico superficial (AAs) das microparticulas lipidicas,
produzidas nas diferentes propor¢des de dcidos graxos presentes no material de parede,
bem como nas diferentes propor¢des entre o material de parede e o material de recheio.

A Figura 2.11 apresenta o dendrograma, que correlaciona a eficiéncia de
encapsulacdo total e efetiva e o conteido de AAs das microparticulas produzidas nos 9
ensaios, a fim de identificar grupos de microparticulas semelhantes em relacdo a essas
propriedades e as distincias entre esses grupos. A leitura do dendrograma € feita da direita
para esquerda, no qual a posicdo no eixo X representa os grupos unidos por ordem
decrescente de semelhanca e as linhas verticais, ou o eixo Y, representam a distancia
euclidiana, que € comumente usada como uma medida de similaridade ou semelhanca entre

os objetos a serem agrupados.

Tabela 2.13 - Eficiéncias de encapsulacdo total e efetiva e dcido ascérbico
superficial das microparticulas produzidas por spray chilling
AL/AO AG/AA Eficiéncia Eficiéncia

Ensaio " i) (m/m)  total (%)  efetiva (%) A5 (%)

1 70/30  80/20 97* + 3 88" + 6 9 + 5
2 7030 75/25 95* + 3 85 + 9 10 = 6
3 7030 70/30 98* + 3 87% x 7 122 + 6
4 80/20  80/20 89 + 6 74" + | 17 + 5
5 80/20  75/25 93 + 3 80" + 4 13 + 2
6 80/20  70/30 94° + 5 79" 4+ 8 16 + 4
7 90/10  80/20 94* £ 5 67" % 4 28™ + 5
8 90/10  75/25 93 + 1 58 + 3 37° + 4
9 90/10  70/30 97° + 5 63 + 13 35 &+ 11

Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)
AL: 4cido laurico; AO: acido oleico; AA: Solucdo de acido ascérbico 30 % (material de
recheio); AG: dcidos graxos (material de parede); AAs: dcido ascérbico superficial.
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Figura 2.11 - Dendrograma para microparticulas lipidicas contendo 4cido
ascorbico correlacionando a eficiéncia de encapsulacdo total e efetiva e a
quantidade de AAs

A partir da andlise multivariada (Figura 2.11), empregando o método de
agrupamento por aglomeracdo hierarquica, foram obtidos grupos de microparticulas
formados por semelhanca em relacdo ao conjunto das trés propriedades analisadas (ET, EE
e AAs). Assim, é possivel notar que os grupos foram formados com relagdo ao efeito da
propor¢do dos dcidos graxos presentes no material de parede, independente da propor¢dao
entre a mistura de acidos graxos e o material de recheio. O primeiro grupo com 0s ensaios
1, 2 e 3 contendo AL/AO: 70/30, o segundo grupo com os ensaios 4, 5 e 6, os quais
possuem no material de parede AL/AO: 80/20 e o terceiro formado pelos ensaios 7, 8 € 9
com AL/AO: 90/10. Observa-se também que houve maior semelhanca entre o primeiro € o
segundo grupo, os quais apresentaram uma grande distancia euclidiana em relacdo ao
terceiro grupo, visto que este apresentou diferenca dos demais principalmente em relacao

ao teor de AAs e efici€ncia de encapsulacao efetiva.
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As microparticulas produzidas apresentaram altos valores de eficiéncia de
encapsulacdo total, variando entre 89 £ 6 % e 98 + 3 %, sem diferenca estatisticamente
significativa entre os experimentos (p>0,05). Nos experimentos realizados por Gamboa,
Gongalves e Grosso (2011), que produziram microparticulas lipidicas por spray chilling
contendo a-tocoferol, também foram observados valores de eficiéncia de encapsulacdo total
de até 95 %.

Os resultados de eficiéncia de encapsulacdo efetiva e acido ascérbico superficial
mostraram que a quantidade de &4cido oleico presente na mistura de &4cidos graxos,
utilizados como material de parede, tem influéncia positiva na capacidade de encapsulacao
da particula, independente da proporcao de material de parede e recheio utilizados, ou seja,
nos experimentos contendo maiores quantidades de 4cido oleico, altos valores de efici€éncia
de encapsulacgdo efetiva foram obtidos (88 + 6 %) e, consequentemente, baixas quantidades
de 4cido ascorbico superficial (9 £ 5 %).

A incorporagdo de lipidios liquidos em lipidios sélidos, a temperatura ambiente,
resulta em uma grande perturbacio na ordem do cristal. Assim, a matriz das
microparticulas lipidicas resultantes apresenta imperfeicdes na estrutura cristalina e espagco
suficiente para acomodar as moléculas de material de recheio, levando a uma maior
capacidade de retencdo (HU et al., 2005).

Os menores valores de eficiéncia de encapsulacdo efetiva foram obtidos nos
experimentos contendo baixo conteudo de dcido oleico no material de parede (10 %), com
valores abaixo de 67 + 4 % e percentual de acido ascorbico superficial de até 37 + 4 %. Os
experimentos 7, 8 ¢ 9 (10% de 4cido oleico) apresentaram diferenca estatisticamente
significativa, a 5 % de significancia, dos experimentos contendo 30 % de 4cido oleico como
material de parede (ensaios 1, 2 e 3). Os ensaios contendo quantidade intermedidria de
acido oleico na mistura (20 %) ndo apresentaram diferenca significativa dos ensaios
contendo 30 % (p>0,05).

Hu et al. (2005) estudaram a preparacdo e caracterizacdo de carreadores lipidicos
nanoestruturados de &cido estedrico e observaram que a eficiéncia de encapsulagdo
aumentou de 47,67 % para 69,95 %, com o aumento no percentual de 4cido oleico de 0 para

30 %, atribuido ao alto grau de desordem do cristal formado.
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O mesmo comportamento foi observado por Ribeiro, Arellano e Grosso (2012), que
estudaram o efeito da adi¢do de 4cido oleico na obtencdo de microparticulas lipidicas de
dcido estedrico contendo material de recheio hidrofilico (glicose), por spray cooling, em
que o aumento da concentragao de 4cido oleico na mistura proporcionou maior efici€éncia
de encapsulagdo efetiva, bem como menores percentuais de material de recheio superficial.
Estes justificaram tal resultado pelo fato de que a presenca e a quantidade de 4cido oleico
na mistura de material de parede modificam o padrao de cristalizacdo, devido a sua forma
liquida a temperatura ambiente e insaturacdes presentes na sua estrutura, proporcionando
maior imperfei¢do no cristal, formado durante o processamento, auxiliando na manutenc¢io

do material de recheio encapsulado e evitando a sua expulsio.

2.3.4.2 Distribui¢cdo de tamanho e diametros médios das particulas

A Figura 2.12 (a, b e ¢) apresenta a distribuicdo de tamanho das particulas em
relacdo ao numero de particulas com o mesmo didmetro, mostrando que as particulas
obtidas nos 9 ensaios realizados apresentaram uma faixa estreita de distribuicdo de
tamanho, com maior nimero de particulas com diametro médios equivalentes entre 0,3 um
e 1 um. As particulas contendo menor concentracio de dcido oleico na mistura (Ensaios 7,
8 € 9), apresentaram o pico de distribui¢cdo de tamanho em um didmetro equivalente menor
que os demais ensaios, mostrando a influéncia do teor desse dcido graxo na composicao das
particulas.

A Figura 2.13 (a, b e ¢) mostra a distribuicao de tamanho das particulas, em relacao
ao volume de particulas com o mesmo didmetro, dos ensaios 1 a 9, comparando as
diferentes proporcdes entre os dcidos graxos (4cido laurico e dcido oleico) do material de
parede em uma mesma propor¢do entre o material de parede e o material de recheio. A
partir dos gréficos, observa-se que houve um deslocamento do pico para a direita com o
aumento da concentragdo de dcido oleico na mistura, bem como o aumento da faixa na base
do pico.

Quando comparados os graficos de distribui¢do das Figuras 2.12 e 2.13 observa-se
que houve um deslocamento da distribuicdao de tamanho nos graficos em que a distribuicao

leva em conta o volume de particulas com o mesmo diametro, em relagdo a distribui¢do
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numérica. Isso pode ser explicado pelo fato de que um pequeno nimero de particulas
maiores ocupam um volume maior, assim aparecem na distribuicdo em relacdo ao volume,
porém, visto que esse nimero de particulas maiores é muito pequeno, elas ndo aparecem na
distribuicdo numérica. Observa-se também que a maioria das particulas encontra-se na
faixa de diametro de 0,3 pm a 1,0 um na distribuicdo numérica, muito diferente da
distribuicao volumétrica que apresenta maior volume de particula na faixa de 8 um a 50

pm.
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Figura 2.12 - Distribui¢do de tamanho das microparticulas
produzidas em relagdo ao nimero de particulas nas diferentes
proporg¢des de dcidos graxos na mistura de material de parede e com
propor¢ao de AG/AA: 80/20, ensaios 1, 4 e 7 (a); AG/AA: 75/25,
ensaios 2, 5 e 8 (b); e AG/AA: 70/30, ensaios 3, 6 € 9 (¢).
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A Tabela 2.14 apresenta os diametros médios das microparticulas lipidicas
produzidas nos 9 ensaios, mostrando que, assim como nos resultados de eficiéncia de
encapsulacdo, a quantidade de 4cido oleico presente na mistura de material de parede teve
grande efeito no tamanho das particulas, visto que, com o aumento da concentracdo deste

acido graxo observa-se o aumento no didmetro médio das particulas.

Tabela 2.14 - Diametros médios e distribuicao de tamanho das microparticulas lipidicas

AL/AO AG/AA D[4,3] DI[3,2] dv(0,1) dv(0,5) dv(0,9)

Ensalo “mm)  (mm)  m)  (@m)  um)  (um) (pm)
1 70/30 8020 67° +3 12>+ 2 8 x3 35 x 11 159° + 20
2 70/30 75125 665 + 4 11 £2 & +£2 31 x5 171° + 20
3 7030 70/30 45" + 14 8 x1 5 &3 2% +2 96" & 4]
4 8020 80/20 38" + 4 99" £ 08 8 £ 1 24 +2 55 &4
5 8020 75/25 33" + 14 85" £ 08 6° 2 20" £ 2 60" % 35
6 8020 70/30 40 + 13 9* £ 3 5 &4 2 +5 55 4+ 20
7 90/10 80/20 24® + 5 84 £ 09 7+ 1 181" £ 09 40® + 6
8  90/10 7525 23 £ 3 80° + 06 7' £ 1 188 =1 36" % 1
9 90/10 70/30 18 + 1 75 £ 0567 +£07 17" +1 33 2

Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenga estatistica significativa (p>0,05)
AL: 4cido laurico; AO: 4cido oleico; AA: Solugdo de dcido ascérbico 30 % (material de recheio); AG: dcidos
graxos (material de parede)

A distribui¢@o de tamanho em relagdo ao volume das particulas dos ensaios 1,2 e 3
(30 % de 4cido oleico) apresentou uma ampla faixa de diametros equivalentes de volume
(dv) (Tabela 2.14), partindo de valores dv(0,1) 5 £ 3 um (ensaio 3) até valores dv(0,9) de
171 £ 20 um. Essa ampla faixa de distribui¢do deve-se ao fato da presenca de particulas
aglomeradas a medida que a concentracdo de 4cido oleico na mistura aumenta. Nao houve
diferenca significativa entre os valores de dv(0,1) dos diferentes ensaios, somente entre 0s
didmetros dv(0,5) e dv(0,9) entre os ensaios com maior (30 %) e menor (10%)
concentracdo de 4cido oleico. Os ensaios com concentragdo intermedidria (20 %) de acido
oleico na mistura de material de parede ndo apresentaram diferenca significativa dos

demais ensaios.
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Os ensaios com menor concentracao de dcido oleico, ou seja, maior concentracao de
acido l4urico (saturado), apresentaram uma pequena faixa de distribuicio de tamanho
variando de dv(0,1) de 7 £ 1 um a dv(0,9) de 40 £ 6 um. Alvim et al. (2013) produziram
microparticulas lipidicas utilizando como material de parede misturas contendo o 4cido
estedrico (saturado) e notaram que a concentracdo deste dcido graxo apresentou um efeito
negativo na distribuicdo do tamanho das particulas, ou seja, com o aumento do lipidio
saturado na mistura houve uma diminui¢ao no tamanho das particulas produzidas por spray
chilling.

O tamanho das particulas € dependente da tecnologia de atomizagdo, das condi¢cdes
de processo, do material de parede e do composto ativo que se deseja encapsular. As
particulas produzidas por atomizacao (spray dryer e spray chilling) tendem a ter didmetros
na faixa de 40 um a 300 pm (andlise baseada em microscopio Optico) (SILLICK e
GREGSON, 2012).

Os valores de didmetro médio de volume DI[4,3] das particulas com maior
concentragdo de 4cido oleico (30 %) no material de parede variaram de 45 + 14 ym a 67 +
3 um (p<0,05) e nas particulas com menor concentracio de 4cido oleico (10 %) de 18 + 1
pm a 24 £ 5 um (p<0,05). O mesmo foi observado para o didmetro médio de Sauter D[3,2]
com valores variando de 7 um para o ensaio 9 (10 % de acido oleico) até 12 + 2 um para o
ensaio 1 (30 % de &cido oleico), com diferenca significativa entre estes (p>0,05). Os
ensaios 4, 5 e 6, com quantidade intermedidria de 4cido oleico na mistura de material de
parede (20 %), ndo apresentaram diferenga estatisticamente significativa, a 5 % de
significancia, dos demais ensaios.

Ribeiro (2010) em seus estudos, utilizando spray chilling para a obtencdo de
microparticulas lipidicas com misturas de dcidos graxos, observou que maiores quantidades
de 4cido oleico na mistura de material de parede proporcionaram um aumento no tamanho
das particulas, justificando que o aumento na concentra¢io deste dcido graxo provoca um
aumento na viscosidade da emulsdo atomizada e, quanto maior a viscosidade, maior o
tamanho da particula. Estes obtiveram diametros médios das particulas variando de 81,39
um a 115,63 um (analise em microscopio).

Gavory et al. (2013) e Maschke et al. (2007) observaram que a diminuicdo no

tamanho médio das particulas estd relacionado com o aumento na temperatura do processo,
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justificando que esse fenomeno pode estar ligado a viscosidade das gorduras fundidas, a
qual depende da temperatura e, geralmente, diminui quando altas temperaturas de processo
sao definidas. Portanto, isso justifica a diminui¢ao no didmetro de particulas obtidas a partir
de material de parede com ponto de fusdo maior, visto que a temperatura de processo
utilizada neste trabalho foi 10 °C acima do ponto de fusdo, ou seja, variando para cada
mistura.

Além disso, Gavory et al. (2013) também relacionaram a variacdo no tamanho das
particulas com a vazdo de alimentacdo, mostrando que o aumento na vazdo provoca O
aumento no didmetro das particulas, bem como, o aumento na proporcao de surfactante
aumenta significativamente os didmetros médios das particulas.

A Figura 2.14 apresenta o dendrograma que correlaciona os didmetros médios
D[4,3] e D[3,2], bem como os diametros dv(0,1), dv(0,5) e dv(0,9) das microparticulas
produzidas nos 9 ensaios, a fim de identificar grupos de microparticulas semelhantes em
relac@o ao seu tamanho e as distincias entre esses grupos.
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Figura 2.14 - Dendrograma para microparticulas lipidicas contendo 4cido
ascorbico correlacionando os diametros médios e a distribui¢ao de tamanho
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A partir do dendrograma € possivel comprovar que o efeito da quantidade de acido
oleico presente na mistura de material de parede definiu a separacdo dos grupos de
particulas com tamanhos semelhantes. Observa-se claramente os grupos formados por
particulas com 20 % de acido oleico na mistura (ensaios 4, 5 e 6), com 10 % desse acido
graxo (7, 8 ¢ 9) e ainda um grupo formado pelas particulas dos ensaios 1 e 2, com 30 % de

acido oleico, o qual apresentou uma grande distancia dos demais grupos formados.

2.3.4.3 Cinética de liberagdo do recheio

A partir da Tabela 2.15 e da Figura 2.15, as quais apresentam o percentual de
liberacdo de 4cido ascorbico das microparticulas lipidicas em meio aquoso a uma
temperatura de 25 °C, € possivel observar que as microparticulas de todos os ensaios
apresentaram liberacdo instantdnea, correspondente ao &4cido ascorbico superficial,

chamado de efeito burst de liberacao.

Tabela 2.15 - Comportamento de liberacdo do recheio das microparticulas lipidicas

Acido ascérbico liberado (%)
AL/AO AG/AA

Ensaio

(m/m) (m/m) Tempo (min)
5 30 60 90 120
1 70/30  80/20 24 + 16 54 + 10 62" + 11 74 + 7  78% £ 2
2 70/30  75/25 14™ + 3 45" £ 8  60™ £ 13 74 £ 10 82* =+ 11
3 70/30  70/30 32® + 4 64° £ 6 756° £ 0,5 88,0 + 0,1 93,3° % 0,1
4 80/20 80/20 16™ 2 29° + 1 38" £ 5 49" £ 3 54" & 3
5 80/20 7525 11 x4 22"+ 7 27"+ 8 34" + 7 37" + 6
6 80/20 70/30 19® + 9 33" + 11 38" +7 46 +8 51" £ 9
7 90/10 8020 29" + 5 50 +7 55 +7 62 +8 70" %5
8 90/10 7525 34" + 5 52" x5  60™ +3  66™ 2 71,5 £ 06
9 90/10  70/30 30 + 9 47" + 12 56™ + 11 64™ + 11 68™ £ 9

Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)
AL: 4cido laurico; AO: 4cido oleico; AA: Solugdo de 4cido ascérbico 30 % (material de recheio); AG:
dcidos graxos (material de parede)
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Segundo Miiller, Radtke e Wissing (2002), o efeito burst pode ser atribuido a um
efeito de separagdo de fases durante a cristalizacao, visto que nessa etapa o lipidio cristaliza
primeiro deixando o nucleo livre de material de recheio, levando a uma camada externa
enriquecida de ingrediente ativo.

O perfil de liberacdo do material de recheio ndo apresentou diferenca significativa
entre os ensaios produzidos com a mesma propor¢do de acido ldurico e 4cido oleico no
material de parede (p<0,05), ou seja, assim como nos resultados anteriores, a proporcao
entre o material de parede e o material de recheio ndo apresentou efeito sobre o perfil de
liberacdo das microparticulas produzidas.

A maior taxa de liberacdo do recheio foi observada nos primeiros 30 min de reacdo
para todos os ensaios. As microparticulas contendo maior propor¢do de dcido oleico (30
%), ensaios 1, 2 e 3, foram as que apresentaram maior conteido de dcido ascérbico liberado
ao final de 120 min, chegando a 93 % nas particulas do ensaio 3, ou seja, essas particulas
ndo foram eficientes em reter o material de recheio na particula. Comportamento
semelhante foi observado nas particulas contendo menor quantidade de acido oleico na
mistura (10 %), embora tenha apresentado valor maximo de 71 = 1 % no experimento 8.
Embora todos os ensaios tenham apresentado maior contetido de dcido ascérbico liberado
ao final de 120 min, as particulas dos ensaios 4, 5 e 6 apresentaram menor conteido de

recheio liberado.
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Figura 2.15 - Percentual de 4dcido ascorbico liberado pelas microparticulas
lipidicas em meio aquoso em func¢do do tempo a 25 °C

As particulas contendo 20 % de 4cido oleico na mistura de material de parede foram
as que apresentaram melhor retencdo do recheio ao final dos 120 min de andlise, sendo que
as particulas do ensaio 5 liberaram apenas 37 + 6 % do seu contetido liberado, mostrando
diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) em relagdo aos ensaios com maior (30 %)
e menor (10 %) concentracdo de dcido oleico. Hu et al. (2005) estudando carreadores
lipidicos nanoestruturados, utilizando como material de parede misturas de dcido estedrico
e oleico, observaram que o aumento na quantidade de 4cido oleico e a diminui¢cdo no
tamanho da particula (aumento da drea superficial) sdo fatores que estio relacionados com
maiores taxas de liberagdo do recheio. Estes ainda concluiram que € possivel controlar a
liberagcdo do recheio a partir do ajuste na quantidade de lipidio liquido adicionado a matriz
lipidica.

Em geral, microparticulas produzidas por spray chilling, independente da carga ou
da composi¢do da matriz lipidica, apresentam dificuldade em alcangcar uma liberacio lenta
de um ingrediente solivel em dgua, durante 30 min, em um material com alta atividade de

dgua, pois as particulas obtidas por este método apresentam alto conteido de material de
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recheio na superficie, além de apresentarem outros mecanismos de liberagdo, como forgas
osmoticas, ruptura mecanica das particulas e lenta difusdo de dgua através das imperfei¢des
na parede das particulas (GOUIN, 2004).

A partir dos resultados obtidos para a liberacdo do recheio foram escolhidas
particulas de trés ensaios para incorpora¢do em filme de amido de banana verde, utilizando
como critério a cinética de liberacdo. As particulas do ensaio 3 foram escolhidas por se
tratarem da liberagdo mais rdpida do ingrediente ativo, as particulas do ensaio 6 com
velocidade de liberagdo intermedidrio e as particulas do ensaio 5 por se tratar do

experimento no qual se obteve melhor retencdo do recheio.

2.3.4.4 Modelagem cinética de liberacdo do recheio

A Tabela 2.16 apresenta o comportamento cinético de liberagdo do dcido ascérbico
pelas microparticulas lipidicas produzidas nos diferentes ensaios. O modelo cinético que
melhor se adapta aos dados de liberagdo foi avaliado pela comparacdo dos valores do
coeficiente de determinacdo (R?) obtidos nos varios modelos. Os modelos utilizados
incorporam o efeito burst de liberacdo, assim as equagdes foram modificadas com uma

condic¢do de tempo inicial de 5 min.

Tabela 2.16 - Cinética de liberacdo do 4cido ascérbico das microparticulas

lipidicas
. AL/AO AG/AA Higuchi Ritger-Peppas

Ensaio
(m/m) (m/m) k, R2 ks n R2
1 70/30 80/20 5,2723 0,9374 7,8394 00,4091 0,9751
2 70/30  75/25 6,3533 00,9936 5,6992 00,5248 0,9953
3 70/30  70/30 59103 0,9781 7,5769  0,4431 0,9909
4 80/20 80720 3,3575 0,9042 1,1761  0,7387 0,9850
5 80/20  75/25 2,3909 0,9651 1,4924  0,6075 0,9893
6 80/20  70/30 2,8579 10,9639 1,9302 0,5896 0,9815
7 90/10 80720 3,7257 10,9478 4,5862  0,4524 0,9560
8 90/10  75/25 3,4755 10,9988 3,6439 00,4892 0,9992
9 90/10  70/30  3,5285 10,9960  3,2201  0,5209 0,9973

AL: 4cido laurico; AO: 4acido oleico; AA: Solugdo de dcido ascérbico 30 % (material de
recheio); AG: dcidos graxos (material de parede)
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A liberacdo do 4cido ascorbico pelas microparticulas ndo se ajustou ao modelo de
primeira ordem, deste modo, estes resultados nao foram apresentados. Os modelos cinéticos
modificados de Higuchi e Ritger-Peppas mostraram alto grau de ajuste para todos os
ensaios. Porém o modelo que melhor se ajustou foi o modelo modificado de Ritger-Peppas
com valores de R? acima de 0,9560 para todos os ensaios. O modelo cinético modificado de
Ritger-Peppas para a liberagdo do acido ascorbico pelas microparticulas em meio aquoso
estd apresentado na Figura 2.16, juntamente com os dados experimentais.

No modelo de Ritger-Peppas (Difusdo Fickiana), os mecanismos de liberagdo sio
caracterizados usando o expoente de liberacdo (n). Para particulas esféricas um valor 0,43 <
n < 0,85 corresponde ao modelo cinético de transporte ndo Fickiano. O comportamento nao
Fickiano requer dois ou mais parametros para descrever a juncao dos fendmenos de difusao
e de relaxacdo (RITGER e PEPPAS, 1987; SIEPMANN e PEPPAS, 2012).

A maioria dos ensaios apresentou valores de n entre 0,43 e 0,85, ou seja, obedecem
a um modelo ndo Fickiano de liberacdo, exceto o ensaio 1. Nos sistemas de liberacao
controlada, a extensdo e a velocidade de liberacdo do ingrediente ativo resultam da
combinagdo da difusdo com o Caso-II de transporte (modelo cinético de liberacdo que
corresponde ao processo de relaxamento das macromoléculas) das moléculas através do

material de parede (RITGER e PEPPAS, 1987).

65



CAPITULO 2
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Figura 2.16 - Cinética de liberacdo do dcido ascoérbico pelas microparticulas lipidicas em meio aquoso, seguindo a
modelagem cinética modificada de Ritger-Peppas (1987).
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A partir dos valores da constante cinética k3 é possivel comprovar que a velocidade
de liberagdo do material de recheio das particulas foi fortemente dependente da composicao
do material de parede das microparticulas. Os menores valores de k3 foram observados nos
experimentos 4, 5 e 6, contendo quantidade intermedidria de 4cido oleico na mistura de
material de parede (20 %), seguidos pelos experimentos 7, 8 € 9, com menor conteido de
dcido oleico na mistura. A maior velocidade de liberacdo do material de recheio pelas
particulas foi observado nos experimentos contendo maior concentra¢iao de acido oleico na
mistura (Ensaios 1, 2 e 3).

Assim, observa-se que os experimentos contendo 4cido oleico na concentracio
intermedidria foram mais eficazes na encapsulacdo do acido ascorbico, visto que atuaram
de forma protetiva no contato das particulas com um meio aquoso. Isso provavelmente se
deu pelas imperfeicdes formadas nos cristais na etapa de resfriamento, formando espacos
com uma porosidade intermedidria onde o material de recheio ficou mais protegido que nas

demais particulas produzidas.

2.3.4.5 Comportamento térmico das particulas

A Figura 2.17 e a Tabela 2.17 apresentam o comportamento térmico de fusdo das
microparticulas lipidicas produzidas por spray chilling, selecionadas para aplicacdo nos
filmes e os termogramas obtidos por DSC. A analise térmica de fusdo foi realizada a partir
da temperatura ambiente (25 °C), para que niao houvesse mudancas na estrutura das
particulas com um novo processo de cristalizagdo. Assim, o pico referente ao dcido oleico
presente na mistura ndo apareceu nos termogramas, visto que este dcido graxo encontra-se
no estado liquido a temperatura ambiente.

A partir dos resultados obtidos observa-se que houve uma leve diminui¢do na
temperatura de endset (fusdo) das microparticulas lipidicas em relagdo as misturas lipidicas
utilizadas como material de parede analisadas na secdo 2.3.1 deste capitulo, as quais foram
de 41,6 = 0,1 °C e 45,7 =+ 04 °C para as misturas de AL/AO de 70/30 e 80/20,
respectivamente. A temperatura de fusdo das particulas do ensaio 3, obtidas com mistura de
material de parede AL/AO 70/30, foi de 41,2 °C, ou seja, praticamente ndo variou em

relagc@o ao resultados obtidos para o material de parede. Porém, a temperatura de fusio das
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particulas dos ensaios 5 e 6 foi de 43,2 e 43,0 °C, respectivamente, ou seja, com variagdo
de aproximadamente 2 °C em relacdo ao material de parede. Assim, essa diminui¢do foi
mais intensa nas microparticulas com menor propor¢cdo de 4cido oleico na mistura de
material de parede (AL/AQO: 80/20) independente da propor¢do entre o material de parede e
o material de recheio. A entalpia de fusdo das microparticulas também diminuiu em relacdo
as misturas de material de parede.

Quando relacionadas, as entalpias de fusdo das particulas com as entalpias das
misturas de material de parede (AHparicula/AHmiswra), Observou-se que as particulas
apresentaram uma diminuicdo na sua entalpia ao redor de 50 %, ou seja, uma reducio da
sua cristalinidade com a adi¢do do &4cido ascérbico e o processamento de obtencdo das
particulas, sem diferenca significativa (p<0,05) entre os ensaios. A diminui¢do na entalpia
sugere uma perda na cristalinidade das matrizes lipidicas e, consequentemente maiores
quantidades de ingrediente ativo podem ser encapsuladas na matriz (CHIME et al., 2013;
GOMES et al., 2013).

As taxas de resfriamento no processo de obtencdo de particulas lipidicas por spray
chilling geram um inconveniente, pois a matriz lipidica pode se cristalizar em uma forma
polimérfica menos estdvel, o que leva ao desenvolvimento de cadeias desordenadas, ou
seja, com menor cristalinidade (OKURO, MATOS JUNIOR e FAVARO-TRINDADE,
2013).
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Fluxo de calor (W/g)
Exo —>

EaYa
s

25 35 45 55 65 75 85
Temperatura (°C)

Ensaio 3 (AL/AO: 70/30 AG/AA: 70/30)
Ensaio 6 (AL/AO: 80/20 AG/AA: 70/30)
Ensaio 5 (AL/AO: 80/20 AG/AA: 75/25)

Figura 2.17 - Termogramas de fusdo das microparticulas dos ensaios 3,
5 e 6, selecionadas para incorporagdo nos filmes

Tabela 2.17 - Comportamento térmico das microparticulas selecionadas para aplicacdo nos
filmes

Propor¢ao  Proporc¢ao

Ensaio  AL/AO AG/AA Temperatura Temperatura Entalpiade  AHpacuta/

pico (°C)  endset (°C) fusao (J/Zamostra) AHmistura

(m/m) (m/m)
3 70/30 70/30 37,1£0,6 41,2+0,5 752 0,52°
5 80/20 75125 39.4+0,2 43,2+0,1 90 +£7 0,56*
6 80/20 70/30 38,6+0,1 43,0+0,2 94+6 0,54°

AL: 4cido ldurico; AO: 4cido oleico; AA: Solugdo de dcido ascérbico 30 % (material de recheio); AG:

dcidos graxos (material de parede)
Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)

A diminui¢ao no ponto de fusdo e na entalpia das microparticulas, observada nos
termogramas, pode ser atribuida a incorporacdo do ingrediente ativo e do surfactante ao
material de parede, para a obtencdo das mesmas. O efeito dos componentes em menor

conteddo sobre a cristalizacdo é fortemente dependente da semelhanca entre a estrutura do
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lipidio e os componentes secunddrios, como o surfactante, por exemplo. Quanto maior for a
semelhanga, mais forte é o efeito, em especial quando esta semelhanca € em termos das
caracteristicas da cadeia, tais como o comprimento e o nimero de ligagdes duplas, visto

que, a alta semelhanca permite a integracao na matriz do cristal (SMITH et al., 2011).

2.3.4.6 Morfologia das particulas

A Figura 2.18 apresenta a morfologia das microparticulas lipidicas escolhidas para
incorporagdo em filmes de amido de banana verde, ou seja, as microparticulas dos ensaios
3, 5 e 6. Observa-se que as particulas de todos os ensaios apresentaram forma esférica,
caracteristica de microparticulas lipidicas, e a presenca de particulas de diversos tamanhos.
As particulas do ensaio 3 contendo uma propor¢do de acido l4urico e oleico de 70/30 no
material de parede apresentaram aglomerados, os quais também foram observados para as

particulas dos ensaios 5 e 6 porém em menor tamanho e nimero.

70



CAPITULO 2

Figura 2.18 - Imagens obtidas por microscopia dOptica das microparticulas
lipidicas dos ensaios 3 (3a e 3b), 5 (5a e 5b) e 6 (6a e 6b). Onde a
corresponde ao aumento de 100 vezes e b ao aumento de 400 vezes
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2.4 CONCLUSAO

As misturas lipidicas de 4cido ldurico e acido oleico e de acido estedrico e acido
oleico, avaliadas por DSC, apresentaram ponto de fusdo inversamente proporcional a
quantidade de 4cido oleico presente nas misturas. As misturas contendo dcido estedrico em
sua composicdo apresentaram pontos de fusdo acima de 54,0 + 0,9 °C, inviabilizando sua
utilizacdo como material de parede de microparticulas contendo materiais instaveis a altas
temperaturas como ingredientes ativos, produzidas por spray chilling. Por outro lado, a
mistura de 4cido l4urico e dcido oleico 50/50, apresentou ponto de fusdao de 30,9 + 0,4 °C,
muito préximo a temperatura ambiente, desta forma sua utilizagc@o torna-se invidvel devido
a instabilidade da particula em temperatura ambiente. Assim, as misturas de dcidos graxos
escolhidas para a obtencdo das microparticulas foram de 4cido laurico e 4cido oleico nas
proporg¢des de 70/30, 80/20 e 90/10.

A eficiéncia de encapsulacdo, a distribui¢io de tamanho e o comportamento de
liberacao do recheio das microparticulas lipidicas produzidas foram mais influenciados pela
variacdo do teor de dcido oleico presente nas misturas de material de parede do que pela
proporcdo de material de parede e material de recheio. Quanto maior a quantidade de acido
oleico presente, maior a eficiéncia de encapsulacdo, o didmetro das particulas e a presenca
de aglomerados. Valores intermedidrios de 4cido oleico no material de parede (20 %)
proporcionaram liberacdo mais lenta do dcido ascorbico pelas particulas em meio aquoso.

O modelo cinético predominante na liberagdo do acido ascorbico pelas particulas foi
o modelo cinético modificado de Ritger-Peppas, mostrando que a liberacdao do recheio das
particulas apresentou menor velocidade nos ensaios em que foi utilizada a concentragdao

intermedidria de dcido oleico no material de parede.
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Capitulo 3

INCORPORACAO DE MICROPARTICULAS LIPIDICAS CONTENDO
ACIDO ASCORBICO EM FILME DE AMIDO DE BANANA VERDE

RESUMO

A producdo de embalagens biodegradaveis, como os filmes, produzidos a partir de
matérias-primas renovdveis, surge como uma alternativa aos filmes sintéticos e tem
despertado interesse de pesquisadores em todo o mundo. Além das propriedades de
protecdo atribuidas aos filmes, estes também podem desempenhar uma funcio de transporte
de aditivos, visto que sdo carreadores potenciais destes. O objetivo deste capitulo foi
produzir e caracterizar filme de amido de banana verde adicionado de microparticulas
lipidicas contendo dcido ascérbico. Os filmes foram produzidos por casting e
caracterizados quanto a espessura, densidade, umidade, permeabilidade ao vapor de dgua,
cor e opacidade, propriedades mecanicas, atividade antioxidante, liberacao e degradagdo do
acido ascorbico. O efeito da cor de magas revestidas com coberturas de amido de banana
aditivadas também foi avaliado. Os filmes produzidos com adi¢do de microparticulas
apresentaram menor permeabilidade ao vapor de dgua, maior resisténcia a tracio e menor
alongamento na ruptura, devido as caracteristicas hidrofébicas das microparticulas. As
microparticulas adicionadas ao filme foram eficazes na protecdo da atividade antioxidante
do 4cido ascorbico durante o processamento do filme. Quando aplicados como cobertura
retardaram o escurecimento enzimdtico das macas, mostrando a importancia da prote¢ao do

acido ascorbico pela microencapsulagao.
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3.1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de filmes e coberturas comestiveis € uma tecnologia
ambientalmente correta, que permite uma redug¢do no impacto e nos custos associados com
filmes poliméricos sintéticos. A incorporacdo de aditivos naturais em sistemas de
embalagens ativos ou filmes comestiveis a base de biopolimeros pode modificar a estrutura
do filme e, como resultado, modificar sua funcionalidade e aplicacio em alimentos
(SILVA-WEISS et al., 2013).

A vitamina C € um dos micronutrientes que estd envolvido no balanco entre as
forcas pro-oxidantes — antioxidantes no organismo humano. O principal ativo biolégico que
forma a vitamina C é o L-(+)-4cido ascorbico, mas seu produto da oxidacdo, L-4cido
dehidroascorbico, também apresenta atividade. Como os efeitos do dcido ascorbico estdo
relacionados com sua capacidade de reducdo, este também pode ser utilizado como um
antioxidante hidrofilico para a preservacio de alimentos (LEON e ROJAS, 2007). A adigdo
de 4cido ascorbico encapsulado a filmes e coberturas comestiveis € uma forma de manter a
liberacdo controlada deste ingrediente ativo e protegé-lo da auto-oxidagdo, visto que € um
composto altamente reativo e oxidativo.

Coberturas comestiveis aditivadas com antioxidantes naturais tem ganhado
importancia como uma alternativa para reduzir a deterioracao causada pelo processamento
minimo de frutas frescas, visto que, além de promoverem uma barreira semipermedvel, que
estende a vida util desses alimentos, também conferem propriedades antioxidantes, que
auxiliam na diminui¢do da taxa de escurecimento enzimdtico das frutas (ROBLES-
SANCHEZ et al., 2013).

O objetivo deste capitulo foi produzir e caracterizar filmes de amido de banana
verde adicionados de microparticulas lipidicas contendo acido ascérbico e avaliar sua

capacidade antioxidante.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Matéria-prima para obtencio dos filmes

A matéria-prima utilizada na obtencdo do filme foi amido de banana verde da
variedade “Terra” (M. paradisiaca), o qual foi preparado de acordo com a metodologia
descrita por Pelissari et al. (2012).
3.2.2 Caracterizacdo da matéria-prima

3.2.2.1 Umidade

O conteddo de umidade dos filmes foi analisado gravimetricamente, em triplicata,

por secagem da amostra a 105 °C por 24 h (AOAC, 2005).
3.2.2.2 Teor de amilose

O contetido de amilose foi determinado de acordo com a metodologia descrita na

ISO 6647 (1987).
3.2.2.3 Andlise de cor do amido

O amido de banana verde foi submetido a andlise de cor usando um colorimetro
(UltraScan VIS, HunterLab, Virginia, USA) no modo de refletincia, com a classificacdo do
sistema CIELab e iluminante Dg¢s (daylight) (HUNTERLAB, 1996). Os parametros foram
classificados diretamente pelo software EasyMatch QC: L (branco = 100, preto = 0); a
(vermelho = positivo, verde = negativo); b (amarelo = positivo; azul = negativo). A

diferenca de cor (AE*) for determinada utilizando a Equagao 1:

AE™ = [(L* = Lp)? + (2" — ag)? + (b" — by)*]™/? )
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Onde

L*: indice de luminosidade da amostra
Loy*: indice de luminosidade do padrao
a* e b*: parametros croma da amostra

ap* e by*: parametros croma do padrao

O equipamento foi calibrado usando uma placa branca como referéncia (Lo* = 100,

a* =0ebp* =0).

3.2.2.4 Distribuicdo de tamanho

O tamanho das particulas de amido foi determinado em triplicata por difracio a
laser (Lazer Scattering Spectrometer Mastersizer S, model MAM 5005 — Malvern
Instrument Ltd., Surrey, Inglaterra) usando etanol como solvente. O ultrassom foi usado

para aumentar a dispersdo da amostra.

3.2.3 Obtencao dos filmes

Os filmes de amido de banana foram produzidos conforme Pelissari et al. (2013)
com algumas adaptagdes, conforme mostrado na Figura 3.1, através do método casting, o
qual consiste na secagem de uma suspensdo formadora de filme (SFF) aplicada sobre um
suporte. O processo de obtengdo dos filmes foi realizado pela homogeneiza¢do de uma
solug@o aquosa a uma concentrag@o de 4 g/100 g de amido de banana (base seca) a partir da
agitacdo mecanica por 30 min, seguida de aquecimento a uma temperatura de processo de
81 °C sob agitacdo suave. Glicerol foi adicionado a solu¢do a uma concentracdo de 22 g de
glicerol/ 100 g de amido e a solugdo foi mantida sob agitacdo a esta temperatura por 15
min. A seguir a solucdo filmogénica foi resfriada até 20 °C, para que fosse possivel a
incorporagdo das microparticulas lipidicas, sem que estas fundissem. Em paralelo, 10 g de
microparticulas/ 100 g de amido foram dispersas em 5 g de uma solucao de Tween 80 (10
%). Ap0s o resfriamento da solugdo filmogénica, as particulas dispersas foram incorporadas

e a mistura foi homogeneizada em ultra-turrax a 10.000 rpm por 30 s. A SFF foi mantida
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em repouso, sob refrigeracdo, overnight para a remocdo das bolhas formadas durante o
processo de homogeneizagao. Apds esse periodo, 70 g de SFF foram vertidas em placas de
acrilico (18 cm x 21 cm) e estas foram submetidas a secagem em uma cimara com
circulacao de ar sob temperatura (25 °C) e umidade relativa (50 % UR) controladas, por um
periodo de 10 h.

Um filme sem adi¢do de microparticulas (branco) e um filme adicionado de dcido
ascorbico 3,6 % (m/mymigo) Na sua forma comercial (ndo encapsulado) foram produzidos
para fins de comparacdo. Os filmes foram acondicionados em dessecadores a 58 % UR e 25

°C por 48 h, antes da caracterizacdo dos mesmos.

[ Solu¢do aquosa de amido de banana J

4 % (m/m)
( H l . ~ )
f)m(zgenelz?g.ao 30 min
L (agitagdo mecanica) )
e l a
81°C Aquecimento
Agitacdo suave  {_ . ) Glicerol
- v N L (plastificante) J
81 °C ~
15min | Manutenc¢do da temperatura I_, 229/100g
e l a
20°C Resfriamento
\ . / Microparticulas 10 % m/m
- L] . N L lipidicas J amido
10.000 rpm Homogeneizagdo
30s L (ultra-turrax) ) Obtidas nas melhores
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Figura 3.1 - Diagrama de fluxo de obten¢do dos filmes
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A Tabela 3.1 apresenta a composicdo dos filmes adicionados ou ndo de

microparticulas contendo acido ascérbico.

Tabela 3.1 - Composicdo dos filmes de amido de banana verde aditivados e do filme
controle

Caracteristicas das particulas
AL/AO (m/m) AG/AA (m/m)

Filme Aditivo

FC - - -

FCA Acido ascérbico 3,6 % (Mm/Mamigo) NA0 - -
encapsulado

FP3 Particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2) 70/30 70/30

FP5 Particulas do Ensaio 5 (Capitulo 2) 80/20 75/25

FP6 Particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2) 80/20 70/30

AL: 4cido laurico; AO: 4cido oleico, AG: 4cidos graxos (material de parede); AA: solucdo de 4acido
ascorbico 30 % (material de recheio)

3.2.4 Caracterizacao dos filmes

3.2.4.1 Espessura e densidade

A espessura dos filmes foi medida com auxilio de um micrometro digital (Digimatic
Micrometer Series 293 MDC-Lite, Mitutoyo Corporation, Japan) com precisdo de 0,001
mm. A espessura média dos filmes foi determinada a partir de uma média de 10 medi¢Oes
aleatdrias.

Para a determinacdo da densidade, amostras dos filmes foram cortadas em
quadrados de 20 x 20 mm e a espessura dos filmes foi medida (dez medig¢des aleatdrias). As
amostras foram secas a 105 °C por 24 h e ap0s este periodo foram pesadas. A densidade foi
calculada em fungdo da razdo entre o peso e o volume (espessura x area) do filme. A

densidade foi avaliada em triplicata e os dados foram relatados como valores médios.
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3.2.4.2 Umidade

O contetdo de umidade dos filmes foi analisado gravimetricamente, em triplicata,

por secagem da amostra a 105 °C por 24 h (AOAC, 2005).

3.2.4.3 Morfologia dos filmes

A morfologia dos filmes com e sem adi¢do de microparticulas foi observada por um
microscopio optico SCOPE Al — ZEISS (Alemanha Oriental) com um aumento de 100 e
400 vezes. O software de aquisicao de imagens utilizado foi o Carl Zeiss Axio Vision Rel.

4.8.2.

3.2.4.4 Propriedades mecanicas: Tensdo, alongamento na ruptura e modulo secante (teste

de tragdo)

As andlises das propriedades mecanicas dos filmes foram realizadas em
texturometro TA.TX Plus Texture Analyzer, empregando-se o programa ‘“Texture
Exponent 32” (Stable Micro Systems, Surrey, UK, Inglaterra).

As propriedades de tragdo foram determinadas através do método padrao D882-02
(ASTM, 2002). Os corpos de prova foram cortados, conforme mostra a Figura 3.2, com
auxilio de um bisturi e submetidas a tracdo com velocidade de 1,0 mm/s, partindo-se de
uma separacao inicial de 80 mm até a ruptura do filme, registrando-se ao longo do ensaio a
resisténcia (tensdo) que o material oferece a deformagdo (alongamento na ruptura) (Figura
3.3).

A resisténcia a tensdo (forca/drea da se¢do transversal inicial) e ao alongamento na
ruptura foram calculadas diretamente a partir da curva for¢ca x alongamento na ruptura
usando o software “Texture Exponent 32”. O modulo de Young foi calculado como a

inclinagd@o da porg¢do linear inicial desta curva.
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25 mm

tracao

£ mm

I

115 mm

Fonte: Andrade-Mahecha (2009)
Figura 3.2 - Esquema do corpo de prova utilizado no teste de

Fonte: Diéguez (2010)

Figura 3.3 - Esquema do teste de tracdo aplicado ao filme. a) No
comego do teste a uma distancia inicial (Di); b) O filme tensionado
antes da ruptura; ¢) Uma vez produzida a ruptura a uma distancia final

(Df)
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3.2.4.5 Fragdo soliivel em dgua

A determinacdo da fracdo solivel em dgua dos filmes foi realizada segundo a
metodologia descrita por Gontard et al. (1992), na qual trés discos da amostra de massa
seca inicial conhecida e com 2 cm de didmetro foram imersos em 50 mL de dgua contendo
azida sédica (0,02 % m/v) a 25 °C por 24 horas, sob agitacdo esporadica. Apds este tempo,
a solugdo contendo os discos de filme foi filtrada e a matéria sélida insolivel submetida a
secagem em estufa a 105 “C por 24 horas para determinacdo da massa seca final da

amostra. A fracdo soldvel em dgua foi calculada conforme a Equacao 2.

L

Onde:
S: fracdo soldvel em dgua (%)
m;: massa seca inicial da amostra (g)

my: massa seca final da amostra (g)
3.2.4.6 Permeabilidade ao vapor de dgua (PVA)

A permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes (PVA) foi determinada pelo método
gravimétrico, seguindo o método E96-00 (ASTM, 2000) com algumas modificacdes,
usando um gradiente de umidade relativa de aproximadamente 30 %, a partir de um
intervalo de 33 % a 64 %. O filme foi fixado sobre a abertura circular com diametro de 50
mm de uma cdpsula de aluminio contendo silicone nas bordas, a fim de garantir que a
migracdo de umidade ocorresse apenas através do filme. O interior da cédpsula foi
preenchido com uma solugdo salina saturada de MgCl,, a qual confere menor umidade
relativa (33 % UR) e o sistema foi armazenado em um dessecador contendo uma solugdo
saturada de NaNO,, a qual fornece maior umidade relativa (64 % UR), a 25 °C (Figura
3.4). O ganho de peso das capsulas foi monitorado a cada 30 min, durante 8 h. As anélises
foram conduzidas em triplicata e a PVA foi calculada com base na Equacdo 3 e expressa

em g/m.s.Pa.
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3)

Onde:

m/t: coeficiente angular determinado graficamente (ganho de massa x tempo) (g/s)
o0: espessura média da amostra (m)

A: drea de permeabilidade da amostra (m?)

AP: diferenca na pressao de vapor de dgua através da amostra para a 4gua pura a 25

°C (Pa)

64 % UR

------------------------- - Anel de teflon +

Célula de silicone
bilidad < 33% UR
permeabilidade

Fonte: Diéguez (2010)

Figura 3.4 - Esquema do dispositivo utilizado para a determinacdo da
permeabilidade ao vapor de dgua

3.2.4.7 Propriedades dpticas dos filmes

Os filmes foram submetidos a andlises de cor e opacidade usando um colorimetro
(UltraScan VIS, HunterLab, Virginia, EUA) no modo transmitincia com sistema de
classificacdo da CIELab e iluminante Dg¢s (daylight) (HUNTERLAB, 1996). Os parametros

foram classificados diretamente pelo software EasyMatch QC: L (branco = 100, preto = 0);
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a (vermelho = positivo, verde = negativo); b (amarelo = positivo; azul = negativo); e haze

(opacidade). A diferenca de cor (AE*) for determinada utilizando a Equacgdo 4:
AE* = [(L' = L3)* + (a" — a5)* + (b™ — bp)?]"/? )

Onde

L*: indice de luminosidade da amostra
Ly*: indice de luminosidade do padrao
a* e b*: parametros croma da amostra

ap* e by*: parametros croma do padrao

Os parametros foram calibrados contra uma placa branca padrdo de referéncia,

usando como padrdo (Lo* = 96,33, ap* = 0,06 e by* = 0,28).
3.2.4.8 Método de andlise da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por andlise de FRAP (Ferric Reducing
Antioxidant Power — Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro), conforme descrito por
Thaipong et al. (2006). Este método € baseado na habilidade de redugdo do ferro. Em meio
acido, o complexo férrico tripiridiltriazina é reduzido a sua forma ferrosa de intensa cor
azul na presenca de antioxidantes, causando um aumento na absorbancia a 595 nm. A curva
de calibracdo (R*=0,9997) foi preparada com concentracdes de sulfato ferroso variando de
250 a 1000 uM.

O reagente de FRAP foi preparado com 25 mL de tampao acetato 0,3 M (pH 3.,6),
2,5 mL de uma solu¢do de TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina) 10 mM (preparada com
HCI1 40 mM) e 2,5 mL de uma solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. Procedeu-se a
reacdo a partir de uma aliquota de 90 uL de amostra adicionada a 270 pL de dgua destilada
e 2,7 mL do reagente de FRAP recém-preparado, sendo esta mistura homogeneizada e
mantida em banho térmico a 37 °C. Apds 30 minutos de reacdo em ambiente escuro, as
absorbancias das solugdes foram lidas em espectrofotometro (modelo SQ-2800 UV/VIS,

marca UNICO, United Products & Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) a 595
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nm. Como branco, para calibrar o espectrofotometro, foi utilizada uma solucdo preparada
com o mesmo procedimento, porém substituindo-se a amostra por dgua destilada. A
determinagdo da atividade antioxidante total foi expressa em uM sulfato ferroso/ mg de

filme em base seca.

3.2.4.9 Determinacdo da atividade antioxidante presente na solucdo filmogénica

A determinacdo do conteddo total de dcido ascdrbico foi realizada com 1 g de
solucdo formadora de filme, adicionada de 9 mL de dgua destilada em tubos de centrifuga
de polipropileno. A suspensao foi submetida a agitacdo em um agitador de solucdes (AP-56
Phoenix Luferco) por 10 s, por duas vezes, com um intervalo de 10 min entre as agitagdes.
Ap0s, adicionaram-se 10 mL de cloroférmio aos tubos submetendo-os a agitacdo por 1 min,
por trés vezes, com descanso de 10 min entre as agitacdes. A seguir os tubos foram levados
a centrifuga (Allegra 25R, Beckman Coulter) por 10 min a 10.000 rpm, seguindo a
metodologia descrita por Leonel et al. (2010), com algumas adaptacOes. A atividade
antioxidante foi determinada na fase aquosa, ao final da centrifugacdo, pelo método

descrito no item 3.2.4.8 deste Capitulo.

3.2.4.10 Determinagdo do conteiido total de antioxidante presente no filme

A determinacdo da quantidade total de antioxidantes foi realizada a partir da
maceracdo de 0,1 g de filme picado adicionado de 5 mL de dgua destilada com pistilo e
almofariz de porcelana, por um periodo de 3 min. A seguir, a mistura macerada foi
transferida para tubos de centrifuga de polipropileno e procedeu-se as agitacoes,
centrifugacdo e determinacdo da atividade antioxidante conforme descrito no item anterior

(3.2.4.9).

3.2.4.11 Liberacdo e degradagdo do dcido ascorbico, presente nos filmes, em meio aquoso

A liberacgdo e a degradacdo do acido ascorbico em meio aquoso foram avaliadas por

um periodo de 120 min em intervalos de tempo de 5, 30, 60, 90 e 120 min. Os ensaios
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foram realizados com 200 mg de filme, cortado em discos de 2 cm de diametro, e 10 mL de
dgua destilada em erlenmeyers de 125 mL, os quais foram mantidos a 25 °C em uma
camara incubadora. A cada intervalo de tempo a suspensao foi filtrada em papel de filtro e
a atividade antioxidante determinada no filtrado através do método descrito no item 3.2.4.8

deste Capitulo.

3.2.5 Efeito na cor de macas revestidas com coberturas de amido de banana verde

incorporadas de microparticulas lipidicas contendo acido ascorbico

A obtengdo das coberturas foi realizada conforme descrito no item 3.2.3 deste
Capitulo, porém foi utilizada uma concentragdo de amido de 2 %, pois a SFF com 4 % de
amido apresentou alta viscosidade para sua utilizacdo como cobertura e apos a adi¢do das
microparticulas e homogeneizagdo da suspensdo, procedeu-se imediatamente o processo de
recobrimento, visto que nao foi necessario deixar a suspensao em repouso overnight para a
remocdo de bolhas. Uma cobertura contendo acido ascorbico ndo encapsulado € uma
cobertura em branco foram produzidas e utilizadas para fins de comparacao.

As caracteristicas das coberturas produzidas estdo apresentadas na Tabela 3.2. Para
aplicacdo das coberturas, macds (Malus domestica Borkh) da variedade “Fuji” foram
cortadas em forma de pastilhas cilindricas com 1,5 cm de didmetro e 0,5 cm de altura, as
quais foram deixadas inicialmente em uma camara a 15 °C e 40 % UR por 2 h para
secagem, e apos a 25 °C sob incidéncia de luz (Figura 3.5), a fim de for¢ar sua degradacao,
visto que, para uma andlise de estabilidade de minimamente processados as frutas deveriam
ser avaliadas por 5 d sob refrigeragdo. Porém, o objetivo da andlise, neste trabalho, foi
comparar a capacidade das diversas coberturas desenvolvidas em retardar a transferéncia de
oxigénio para o alimento. Assim foi desenvolvido um ensaio em condicdes severas de
acondicionamento (luz e temperatura) para verificar a eficiéncia das coberturas em retardar
a transferéncia de oxigénio para o alimento. As propriedades de cor das magas recobertas e
de amostras sem cobertura foram avaliadas nos tempos 0 h, 2 h (saida da camara), 2,5 h, 3
h,4h,5h, 6 h,7he8h. Ométodo de avaliacdo da cor das magas estd descrito no item

3.2.2.3 deste Capitulo.
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Tabela 3.2 - Experimentos realizados para andlise da cor de
macas recobertas

Experimentos Caracteristica

SC Sem cobertura

CC Cobertura sem aditivos (controle)

CAA Cobertura com adicdo de 4cido
ascorbico

CPC Imersdo na cobertura sem aditivos,

imersdao em uma solugcdo de Tween 80 a
10 % com particulas do Ensaio 5
(Capitulo  2) dispersas a uma
concentracdo de 0,4 % e posterior
imersdo na cobertura sem aditivos,
novamente

Cp Cobertura com incorporacdo de 2 % de
microparticulas do Ensaio 5 (Capitulo 2)

Figura 3.5 - Corte e disposi¢do das macas analisadas
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3.2.6 Analise estatistica
Os resultados foram avaliados estatisticamente através da Andlise de Varidncia

(ANOVA) e teste de Tukey ao nivel de 5 % de significincia, com o auxilio do programa

STATISTICA® 9.0.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Caracterizaciao da matéria-prima

3.3.1.1 Umidade, teor de amilose e propriedades de cor

A umidade e o teor de amilose do amido estao apresentados na Tabela 3.3. O amido
de banana verde apresentou um teor de amilose de 25 %, valor mais baixo que o encontrado
por Pelissari et al. (2012) que foi de 35 %, o que pode ser explicado pela utilizacdo de um
lote diferente de banana (Terra), tendo em vista que o processo de obten¢do do amido foi o
mesmo.

De la Torre-Gutierrez et al. (2007) isolaram amido de banana do género Musa com
teor de amilose de 22,2 %, assim como Otegbayo, Lana e Ibitoye (2010) que isolaram
amido de duas variedades de banana, também do género Musa, com teor de amilose de
24,85 % e de 22,89 %, mostrando que o teor de amilose obtido para o amido de banana

Terra (Musa paradisiaca) esta de acordo com valores encontrados na literatura.

Tabela 3.3 - Umidade, teor de
amilose e parametros de cor do amido
de banana verde

Componentes % (m/m)

Umidade 9,28 + 0,05

Amilose 25,58 + 0,01

(base seca)

Parametros de cor

L* 819 + 0,3
a* 2,39 + 0,06
b* 10,7 £ 0,2
AE* 21,2 + 04

A Tabela 3.3 apresenta as propriedades de cor do amido de banana obtido. Observa-
se que em comparagdo com os resultados obtidos por Pelissari et al. (2012) o amido de
banana verde apresentou menor luminosidade e maiores valores de a* e b*, apresentando-

se mais escuro e mais amarelado. A diferenca total de cor (AE*), também apresentou um
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alto valor em relacdo ao apresentado por Pelissari et al. (2012), justificado pela diminui¢ao

no valor de L* e aumento nos valores de a* e b* do amido obtido.

3.3.1.2 Distribuicdo de tamanho

A Figura 3.6 apresenta a distribuicdo de tamanho das particulas para o amido de
banana verde, mostrando uma distribuicdo bimodal com um pico menor em 2,5 pm e outro
pico principal para um didmetro médio de 30,6 um. A ampla distribuicdo de tamanho dos
granulos de amido de banana pode ser atribuida a forma de bastdo do granulo (AGAMA-
ACEVEDO et al., 2013). Lii, Chang e Young (1982) afirmaram que a distribuicdo de
tamanho dos granulos de amido de banana varia conforme o estdgio de maturagdo, sendo
que em bananas verdes hd uma pequena parcela de granulos com tamanho de
aproximadamente 6 pum, justificando essa distribuicao bimodal.

A distribuicdo de tamanho obtida por Pelissari et al. (2012), também apresentou
caracteristica bimodal, porém com um diametro médio no pico principal de 47,3 um. No
estudo de Agama-Acevedo et al. (2013), que isolaram amido de banana das variedades
Macho, Morado, Enano e Valery, os diametros médios dos granulos de amido obtidos

variaram de 24 pm a 33 um.

10 1
8 -
g 6]
:
=
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@ : : : .
0,1 1 10 100 1000

Tamanho (pum)

Figura 3.6 - Distribuicdo de tamanho do amido de banana verde
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3.3.2 Caracterizacao dos filmes

3.3.2.1 Espessura, densidade e teor de umidade dos filmes

A Tabela 3.4 apresenta a espessura, a densidade e o teor de umidade dos filmes
avaliados ap6s acondicionamento em dessecadores a 58 % UR a 25 °C por 48 h,
produzidos com e sem adi¢do das microparticulas lipidicas obtidas conforme descrito no

Capitulo 2.

Tabela 3.4 - Espessura, densidade e teor de umidade dos filmes produzidos
com e sem adicdo de microparticulas

Filme Espessura Densidade Teor de umidade
(mm) (g/cm’) (%)

FC 0,096™ + 0,003 1,04 + 0,05 11,3* + 0,1

FCA 0,089 + 0,007 1,12° + 0,01 122° + 0,1

FP3 0,088* + 0,007 1,11° + 0,01 17,3 + 05

FP5 0,092% + 0,003  1,02°° + 0,03 12,6 + 0,2

FP6 0,099° + 0,007 0,98 + 0,08 132° + 04

Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)
FC: Filme controle, sem aditivos; FCA: Filme controle com adi¢do de 4cido ascérbico ndo
encapsulado; FP3: Filme aditivado com particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2), propor¢do entre
dcido laurico e dcido oleico: 70/30 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30;
FPS5: Filme aditivado com particulas do Ensaio 5 (Capitulo 2), propor¢do entre dcido l4urico e
acido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:75/25; FP6: Filme
aditivado com particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2), propor¢do entre dcido ldurico e acido
oleico: 80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30.

O filme FP6 apresentou maior espessura € menor densidade que os demais (p<0,05).
O filme FP3 ao contrdrio, apresentou maior densidade e menor espessura. O filme FP5
(Ensaio 5: AL/AO: 80/20 AG/AA: 75/25) nao apresentou diferenga significativa (p>0,05)
na espessura e densidade, quando comparado aos demais ensaios.

O teor de umidade dos filmes sofreu um aumento com a adi¢do das microparticulas
lipidicas ou simplesmente do 4cido ascérbico, em relacdo ao filme controle (p<0,05). A
adicdo de lipidios induz o desenvolvimento de uma estrutura heterogénea, a qual é
caracterizada pela descontinuidade na estrutura do polimero, liberando as moléculas de

dgua da estrutura do amido (FABRA et al., 2011).
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3.3.2.2 Aparéncia e morfologia dos filmes

A Figura 3.7 apresenta a aparéncia dos filmes controles FC, sem aditivos, e FCA,
com dcido ascorbico nao encapsulado, e os filmes adicionados de microparticulas lipidicas
contendo 4cido ascérbico FP3, FP5 e FP6, adicionados de particulas dos ensaios 3, 5 e 6 do
Capitulo 2, respectivamente. Observa-se que os filmes contendo microparticulas
apresentaram-se mais opacos e heterogéneos em comparaciao com os filmes controle.

A Figura 3.8 apresenta a morfologia dos filmes FC, FCA, FP3, FP5 e FP6, obtidos
nas diferentes condi¢des de ensaio. Observa-se que hd uma mudanga na estrutura dos
filmes, independente do aditivo utilizado em relacdo ao filme FC, porém € visivel que a
maior alteracdo na estrutura se deu pela adi¢do das microparticulas lipidicas filmes FP3,
FP5 e FP6.

As microparticulas lipidicas foram distribuidas de forma homogénea nos filmes de
amido de banana verde, apesar da presenca de particulas aglomeradas principalmente no

filme FP3.
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FC: Filme controle, sem aditivos; FCA: Filme controle com adi¢cdo de dcido ascérbico ndo encapsulado; FP3: Filme aditivado com
particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2), proporc¢do entre dcido ldurico e dcido oleico: 70/30 e entre o material de parede e o material de
recheio:70/30; FPS: Filme aditivado com particulas do Ensaio 5 (Capitulo 2), proporcdo entre acido ldurico e 4cido oleico: 80/20 e entre
o material de parede e o material de recheio:75/25; FP6: Filme aditivado com particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2), propor¢do entre acido
laurico e 4cido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30.

Figura 3.7 - Aparéncia dos filmes FC, FCA, FP3, FP5 e FP6
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Figura 3.8 - Imagens obtidas por microscopia 6ptica dos filmes
FC, FCA, FP3, FP5 e FP6. Onde a corresponde ao aumento de
100 vezes e b ao aumento de 400 vezes
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3.3.2.3 Propriedades mecanicas

A Figura 3.9 apresenta as propriedades mecanicas do filme controle e dos demais
filmes, produzidos com adi¢cdo de microparticulas lipidicas e do &4cido ascorbico nao
encapsulado. A partir dos resultados observa-se que ndao houve diferencga estatisticamente
significativa (p>0,05) entre o alongamento na ruptura do filme do ensaio em branco FC e
dos filmes FP3, FP5 e FP6, adicionados das microparticulas lipidicas contendo &4cido
ascorbico. Os valores de alongamento na ruptura destes filmes foram baixos, variando de
1,6 £0,4 % a 2,0 +0,1 %, mostrando que estes filmes apresentam alta rigidez. Pelissari et
al. (2013) obtiveram filme de amido de banana verde com alongamento na ruptura de 4,5 %
e tensdo de 19,3 MPa, ou seja, com o dobro de alongamento na ruptura e resisténcia a
tracdo em relacdo aos filmes produzidos aqui. A adi¢do do surfactante Tween 80 no filme
controle pode ter contribuido para este comportamento observado nas propriedades
mecanicas.

Conforme os resultados obtidos por Carneiro-da-Cunha et al. (2009), que estudaram
o efeito da concentracdo de Policaju (polissacarideo do Anacardium occidentale L.) e do
surfactante Tween 80, nas propriedades dos filmes e coberturas, observa-se um efeito
negativo da adicdao do surfactante no alongamento na ruptura dos filmes produzidos. O
mesmo efeito foi observado nos filmes produzidos por Ziani et al. (2008), que avaliaram o
efeito da adi¢@o de surfactante (Tween 20) nas propriedades fisicas e quimicas de filmes de
quitosana com diferentes graus de desacetilacdo.

A diminui¢do da resisténcia mecanica pode representar desvantagens para algumas
aplicacdes dos filmes, mas essa importancia diminui se o material for utilizado como
cobertura. Os surfactantes apresentam caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas
simultaneamente. Uma possivel explicacdo para os resultados apresentados nesse trabalho é
que a fracao hidrofilica do surfactante estabilizou as intera¢cdes com a dgua ou com a fragao
hidrofilica do polissacarideo. Outra possibilidade € que a estabilizagdo dessas interagdes
pode ter causado uma ruptura na estrutura do material, pois a diminui¢do da agitacdo das
moléculas, devido a estabilizagdo dos componentes, tornou a estrutura mais rigida

(CARNEIRO-DA-CUNHA et al., 2009).
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FC: Filme controle, sem aditivos; FCA: Filme controle com adi¢do de acido ascérbico
ndo encapsulado; FP3: Filme aditivado com particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2),
propor¢do entre acido ldurico e 4acido oleico: 70/30 e entre o material de parede e o
material de recheio:70/30; FP5: Filme aditivado com particulas do Ensaio 5 (Capitulo 2),
propor¢do entre acido laurico e 4acido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o
material de recheio:75/25; FP6: Filme aditivado com particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2),
propor¢@o entre acido ldurico e acido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o
material de recheio:70/30. Letras diferentes, em um mesmo parametro, indicam diferenca
estatistica significativa (p>0,05)

Figura 3.9 - Propriedades mecanicas do filme controle e dos demais
filmes produzidos

O alongamento na ruptura do filme, em relacio ao controle (FC), sofreu um
aumento com a adi¢do do acido ascorbico ndo encapsulado (FCA), uma vez que este, livre
no meio, atuou como plastificante no filme de amido. Além disso, houve uma diminui¢dao
na resisténcia a tracdo e no modulo Young (rigidez). A estrutura molecular do 4cido
ascorbico consiste de quatro grupos hidroxilicos, um grupo éter € um grupo cetona como
grupos funcionais, os quais interagem bem com as moléculas de amido. Assim, tem sido
utilizado como um plastificante alternativo em substituicdo aos plastificantes sintéticos,
visto que € um composto organico natural e também apresenta propriedades antioxidantes
(YOON, 2013).

Os filmes adicionados de microparticulas lipidicas FP3, FP5 e FP6, apesar de

também possuirem édcido ascérbico em sua composi¢do, foram influenciados pela fragdao
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lipidica do material de parede, mostrando baixo alongamento na ruptura, porém altos
valores de tensdo destes filmes em comparacdo com o filme FCA (adicionado de &cido
ascorbico nao encapsulado), o que € muito importante, visto que diz respeito a maior
resisténcia a ruptura apresentadas pelos filmes adicionados de microparticulas lipidicas

contendo acido ascorbico.

3.3.2.4 Permeabilidade ao vapor de dgua e fracdo soliivel em dgua

A Figura 3.10 apresenta os resultados de permeabilidade ao vapor de dgua e fracdo
solivel em 4gua dos filmes obtidos. A partir dos resultados observa-se que ndao houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os filmes no que diz respeito a fragdo solivel em
dgua, embora se observe uma tendéncia a diminui¢do deste pardmetro nos filmes
incorporados de microparticulas lipidicas, devido a sua caracteristica hidrofébica. O
percentual de fracdo solivel em dgua dos filmes variou de 21 % a 28 %. A fragdo soldvel
em 4gua dos filmes é importante em situagdes em que estes serdo consumidos com um
produto aquecido antes do consumo e também pode ser um fator determinante da
biodegradabilidade dos filmes, quando utilizados como material de embalagem envoltdrio.

Os resultados mostram que houve uma diminui¢do na permeabilidade ao vapor de
agua para os filmes em que foram incorporadas as microparticulas lipidicas (p<0,05), sendo
que essa diminui¢do foi mais pronunciada nos filmes FP3 e FP5. Essa diminui¢do resulta
do fato de que as microparticulas lipidicas adicionadas apresentam baixa afinidade pela
adgua (FABRA et al., 2011). A permeabilidade ao vapor de dgua ocorre através da porcao
hidrofilica dos filmes, dessa forma dependendo da proporcao entre a fragdo hidrofébica e
hidrofilica do filme, a presenca de 4cidos graxos pode diminuir a permeabilidade ao vapor
de dgua (REZVANI et al., 2013).

Segundo Nobrega et al. (2012), que estudaram o efeito da incorporacdo de 4cidos
graxos nas propriedades mecanicas e de barreira de filmes de amido de mandioca, a adi¢ao
de 4cidos graxos de cadeia curta, como 4cido ldurico, facilita sua incorporag¢do dentro da
matriz polimérica do filme, diminuindo consideravelmente a permeabilidade ao vapor de
dgua dos filmes em um intervalo de umidade relativa de 33 % a 64 %. Segundo estes

autores, a permeabilidade ao vapor de dgua estd relacionada com a espessura da amostra,
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sendo que menores espessuras do filme geraram menor permeabilidade ao vapor de dgua.
Dessa forma a diferenca entre os valores obtidos para os filmes FP3 e FP6 e o filme FP5
pode ser explicada pela maior espessura e menor densidade apresentado por este

(descontinuidade da matriz).
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FC: Filme controle, sem aditivos; FCA: Filme controle com adicdo de &4cido ascérbico ndo
encapsulado; FP3: Filme aditivado com particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2), proporcdo entre dcido
laurico e 4cido oleico: 70/30 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30; FPS: Filme
aditivado com particulas do Ensaio 5 (Capitulo 2), propor¢do entre dcido ldurico e dcido oleico:
80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:75/25; FP6: Filme aditivado com
particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2), propor¢ao entre dcido laurico e acido oleico: 80/20 e entre o
material de parede e o material de recheio:70/30. Letras diferentes, em um mesmo parametro,
indicam diferenga estatistica significativa (p>0,05)

Figura 3.10 - Efeito da adi¢cdo de microparticulas na fracdo soldvel em dgua e
permeabilidade ao vapor de dgua dos filmes (PVA)
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3.3.2.5 Propriedades opticas dos filmes

A Tabela 3.5 apresenta as propriedades Opticas dos filmes, a partir da qual é
possivel verificar que a luminosidade dos filmes diminuiu com a adi¢do do acido ascérbico
ndo encapsulado em relacdo ao controle. A diminui¢do na luminosidade foi ainda mais
intensa nos filmes incorporados de microparticulas lipidicas. Por outro lado, houve um
aumento significativo (p<0,05) no percentual de opacidade dos filmes aditivados com as
microparticulas ou com o dcido ascorbico ndo encapsulado. Isso indica que os filmes de
amido de banana verde tornaram-se mais escuros € menos translicidos com a incorporagao

das microparticulas lipidicas.

Tabela 3.5 - Propriedades 6pticas do filme controle e dos demais filmes produzidos

Filme L* a* b* AE* Op?ﬁ/fgade
FC 779 £ 04 097" £ 0,03 69 £ 0,1 196" + 04 62,1° + 0,6
FCA 752° + 0,5 093" + 0,07 72° + 04 223" + 0,6 656" + 0,2
FP3 52+ 1 1L,11° £+ 005 68 +02 459+ 1 758 + 02
FP5 579° + 0,6 1,63% £ 0,01 9,0°+ 0,1 395 * 0,6 71,5 + 0,5
FP6 58" + 1 131° + 006 81° +02 39+ 1  730%° £ 03

Letras diferentes, em uma mesma coluna, indicam diferenca estatistica significativa (p>0,05)

FC: Filme controle, sem aditivos; FCA: Filme controle com adi¢do de 4cido ascérbico ndo encapsulado;
FP3: Filme aditivado com particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2), proporcao entre dcido laurico e dcido oleico:
70/30 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30; FP5: Filme aditivado com particulas do
Ensaio 5 (Capitulo 2), propor¢do entre dcido laurico e dcido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o
material de recheio:75/25; FP6: Filme aditivado com particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2), propor¢do entre
dcido laurico e 4cido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30.

Os parametros a* e b* sdo os responsaveis pela cromaticidade. Observou-se um
aumento significativo (p<0,05) no valor de a* para todos os filmes adicionados de
particulas e um aumento no valor de b* para os filmes que continham particulas com maior
concentragdo de 4cido laurico no material de parede (80 %). O aumento nos parametros a*
e b* e a diminui¢ao na luminosidade L* dos filmes adicionados de microparticulas resultou
em um aumento na diferenga total de cor (AE*) dos mesmos (p<0,05).

O aumento da desordem da matriz do filme de amido de banana verde pela adi¢do

das microparticulas lipidicas contribuiu para as propriedades Opticas apresentadas pelos
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filmes. A luminosidade estd relacionada com a irregularidade da matriz, a qual € afetada
pelo fendmeno de coalescéncia dos lipidios na superficie do filme (PERDONES et al.,

2014).

3.3.2.6 Liberacdo e degradacdo do dcido ascorbico pelos filmes em meio aquoso

A Tabela 3.6 apresenta os valores de atividade antioxidante total das solugdes
formadoras de filmes (SFF) e dos filmes apds o processo de secagem. A partir dos
resultados, € possivel verificar que a SFF controle apresenta um baixo valor de atividade
antioxidante, a qual se mantém apds o processo de secagem. A atividade antioxidante do
filme FPS, tanto da SFF, quanto do filme seco foi menor que os demais, visto que a
concentracdo de particulas adicionadas foi a mesma que dos filmes FP3 e FP6, porém
possuem menor concentragdo de &4cido ascoérbico encapsulado (propor¢do material de
parede e material de recheio 75/25, enquanto nos filmes FP3 e FP6 1 e 2 essa proporcao é
de 70/30).

A degradacao do acido ascorbico durante o processo de secagem dos filmes, como
esperado, foi maior para o filme produzido com a adi¢io do &4cido ascérbico nao
encapsulado, que teve apenas 49 % da atividade antioxidante mantida ao final do processo
de secagem do filme. Assim, observa-se que o processo de microencapsulacdo foi
importante, visto que, promoveu a protecdo do acido ascorbico da degradacdo durante o
processo de obten¢do dos filmes, em relacdo ao filme adicionado de 4cido ascérbico ndo
encapsulado.

Dentre os filmes produzidos com adi¢do das microparticulas lipidicas contendo
acido ascorbico, o filme FP5, o qual foi adicionado das particulas com menor percentual de
liberacdo ao final de 2 h (37 %; item 2.3.4.3; Capitulo 2), foi o que apresentou menor
degradacdo do 4cido ascérbico durante o processo de secagem, obtendo-se um filme seco

com 84 % da atividade antioxidante mantida.
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Tabela 3.6 - Atividade antioxidante das solu¢des formadoras de filme (SFF) e dos

filmes apds a secagem

Percentual de

Ativ. antioxidante Ativ. antioxidante ativ. antioxidante

Filme total na SFF total no filme n;) filme (%)

(pM/mgSFF) (MM/mgfilme) Cfilm e/CSFF
FC 4 + 1 3,7 £ 03 -
FCA 107,8 + 0,5 52 £ 5 49
FP3 92 + 2 67 = 3 73
FP5 48 + 1 404 + 04 84
FP6 86,8 + 0,5 60 + 8 69

FC: Filme controle, sem aditivos; FCA: Filme controle com adi¢do de acido ascérbico ndo
encapsulado; FP3: Filme aditivado com particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2), propor¢do entre
acido laurico e 4acido oleico: 70/30 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30;
FPS5: Filme aditivado com particulas do Ensaio 5 (Capitulo 2), propor¢do entre acido ldurico e
acido oleico: 80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:75/25; FP6: Filme
aditivado com particulas do Ensaio 6 (Capitulo 2), propor¢do entre dcido ldurico e dcido oleico:
80/20 e entre o material de parede e o material de recheio:70/30.

A liberacdo do antioxidante pelos filmes em solucdo aquosa (Item 3.2.4.11 deste

Capitulo) esta apresentada na Figura 3.11, que apresenta o percentual de atividade

antioxidante no meio aquoso em funcdo do tempo, o qual foi expresso em fun¢do da

atividade antioxidante total apés a secagem dos filmes (Tabela 3.6). E possivel verificar

que durante o processo de obtencdo dos filmes, todo o 4cido ascdrbico presente nas

particulas foi liberado para o filme, visto que, no tempo de 5 min o percentual de atividade

antioxidante presente na solucdo aquosa foi préximo ao valor da atividade antioxidante

total dos filmes secos (100 %). A Figura 3.11 apresenta a degradacdo do acido ascérbico

em solugdo.
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FCA: Filme controle com adig¢do de 4cido ascérbico ndo encapsulado; FP3: Filme aditivado
com particulas do Ensaio 3 (Capitulo 2), propor¢do entre dcido laurico e dcido oleico: 70/30 e
entre o material de parede e o material de recheio:70/30; FPS: Filme aditivado com particulas
do Ensaio 5 (Capitulo 2), propor¢ao entre 4cido laurico e acido oleico: 80/20 e entre o material
de parede e o material de recheio:75/25; FP6: Filme aditivado com particulas do Ensaio 6
(Capitulo 2), proporcao entre dcido laurico e acido oleico: 80/20 e entre o material de parede e
o material de recheio:70/30.

Figura 3.11 - Percentual de atividade antioxidante em meio aquoso, em funcio
do tempo

O processo de degradagdo do acido ascorbico foi avaliado durante 2 h em meio
aquoso e observou-se que a degradacio foi menor no ensaio com 4cido ascérbico liberado
do filme FPS5, contendo as particulas que possuiam a menor concentragdo de dacido
ascorbico encapsulado. O filme contendo dcido ascérbico ndo encapsulado, foi o que
apresentou maior degradacdo do 4cido ascorbico, seguido pelo dcido ascorbico liberado
pelo filme FP6.

As propriedades redutoras do &4cido ascorbico em solucdo podem conduzir a
mudangas rdpidas e extremamente oxidativas com conversdo a acido dehidroascérbico,
podendo sofrer destruicdo auto oxidativa (HARRIS, 1996; YE, EITENMILLER e
LANDEN, 2007). Segundo Blaug e Hajratwala (1972) a taxa de oxidacdo do 4cido
ascorbico € dependente da concentracdo de dcido ascOrbico presente; quanto maior a

concentracdo, maior a taxa de oxidagao.
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3.3.3 Efeito na cor de macas revestidas com coberturas de amido de banana verde

incorporadas de microparticulas lipidicas contendo acido ascérbico

A avaliacdo da cor em produtos minimamente processados € importante, visto que
estd diretamente relacionada, pelos consumidores, a percepcdo de qualidade. O
escurecimento de frutas frescas € um grande problema que pode ser controlado pelo uso de
filmes ou coberturas adicionados de agentes antioxidantes, tal como o 4cido ascérbico
(OLIVAS e BARBOSA-CANOVAS, 2009).

A anélise de cor das fatias de magas tratadas com diferentes coberturas foi proposta
a fim de verificar o poder antioxidante das coberturas de amido de banana verde,
produzidas com adicdo de particulas contendo dacido ascorbico, na inibicdo do
escurecimento enzimatico das macds. As particulas do ensaio 5 (Capitulo 2) foram
escolhidas para incorporacdo nas coberturas, devido aos resultados obtidos no item 3.3.2.6
deste Capitulo, em que o filme contendo essas particulas (FP5) foi o que apresentou maior
percentual de atividade antioxidante preservada. Na Figura 3.12 estdo apresentadas as
macas aplicadas dos diferentes tratamentos no tempo de 5 h. Na Tabela 3.7 estdo
apresentados os resultados de cor, os quais foram determinados na escala CIEL*a*b*, das
macas durante um periodo de avaliacdo de 8 h.

O parametro L* (luminosidade) é um indicativo de qudo clara ou escura € uma
amostra. Assim valores de luminosidade proximos de zero representam amostras escuras
(L*=0, preto) e valores proximos de cem, amostras claras (L*=100, branco), este parametro
¢ um indicador de escurecimento enzimdtico do produto (ORIANI, 2013). Os resultados
obtidos mostram que em 8 h de andlise a uma temperatura de 25 °C, o parametro L* ndo
apresentou grande variacdo em relagdo as amostras analisadas no tempo 0 h. Apds um
periodo de 5 h ndo houve mais diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras dos

diferentes tratamentos e um pequeno aumento na luminosidade foi observado.
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SC: sem cobertura; CC: cobertura sem aditivos; CAA: cobertura com adi¢do de acido ascérbico; CPC: Imersdo na cobertura sem aditivos,

imersdo em uma solugdo de Tween 80 (10 %) com 0,4 % de particulas dispersas e posterior imersdo na cobertura sem aditivos, novamente;
CP: Cobertura com incorporacio de 2 % de microparticulas do Ensaio 5 (Capitulo 2)

Figura 3.12 - Macas dos diferentes ensaios (SC, CC, CAA, CPC e CP) avaliadas quanto a cor no tempo 5 h
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Tabela 3.7 - Mudancas nos parametros de cor de fatias de macas revestidas com diferentes coberturas durante 8 h

~ . Tempo (h
Parametro Ensaio 0 ’ 25 3 p 4( ) 5 6 - 3
L* SC 56" + 1 55% 4+ 1 56 +3 56°+2  58°%c+1 57+ 1 57°+3  61°+3 61° + 1
CcC 55"+ 2 53"+ 2 56 +2 58"+ 1 59°+ 1 59°+ 1 58 +2 59°+1 60° + 2
CAA 56" + 1 54+ 2 58" +2 57°+ 1 59°+2 59*+ 1 59°+3  59°+3 60° + 2
CPC 53" +2 53"+ 1 54°+2 550+ 2 558+ 2 58+ 2 581  59°%2 56b + 3
CP 55"+ 1 55"+ 1 55+ 1 58"+ 1 57" + 3 59°+3 50 +1 58 +2 60° + 2
a* SC 0,1"+03 08°+0,3 15+0,8 13°+02 19°+03 2,0°+0,5 23°+04 2,6°+04 2,7°+03
CC 0,1°+0,1 08*+08 07°+03 08°+02 14°+0,6 3,1°+1,1 21°+0,6 23°+0,6 29°+0,8
CAA -0,1®+02 01°+02 1,3+02 09°+01 19°+04 2,6*+04 26°+0,5 3,5+0,7 3,0°%0,7
CPC -0,1"+01 12°#0,7 1,0°+04 08°+06 08+04 07°+03 15+03 14°+04 19°+04
CP 03*+02 -02"°+02 -0,1°+02 04°+02 1,5°+0,3 08+02 14°+03 14°+06 1,3*+0,6
b* SC 15°+2 17°+2 199+ 3 18™ + 1 20" + 1 20°+2 201 21" %2 21+ 1
CcC 15® %1 18" +3 17+ 1 18+ 1 19* +2 22"+ 1 211 22°%2 22°#+ 1
CAA 13* +3 13*+ 1 184+ 1 16® + 1 20°+2 21"+ 1 20°+1 23°%2 22°% 1
CPC 12°+2 18" +3 16" + 1 18+ 3 18* + 1 18* + 1 19°+1 19" +1 20° + 1
CP 13 +2 12+ 1 11°+1 14°+2 172+ 2 16* +2 17°+1 18 +2 18+ 1
AE* SC 47 2 49° +2 48"° +3 47 +2 46" + 1 47° +2 47°+3 45 +3 44 + 1
CcC 47 £ 2 51°+ 1 47 £ 2 46™ + 1 45 + 1 47 £ 2 47" +2  46°+ 1 46™ £ 2
CAA 46" + 2 47" + 1 46° + 2 45" + 1 45* + 2 46" + 1 46 +3 470 %2 45* + 2
CPC 49* +2 519+ 1 49* +2 49° + | 49°+2  46® 2 46 +1 46 %2 49° + 3
CcpP 47" £ 1 46" + 1 46" + 1 45 + 1 47 £ 3 44* + 3 44 +1 452 %2 44 + 2

SC: sem cobertura; CC: cobertura sem aditivos; CAA: cobertura com adi¢do de 4cido ascérbico; CPC: Imersdo na cobertura sem aditivos, imersao em uma
solucdo de Tween 80 (10 %) com 0,4 % de particulas dispersas e posterior imersao na cobertura sem aditivos, novamente; CP: Cobertura com incorporagio de
2 % de microparticulas do Ensaio 5 (Capitulo 2)
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A coordenada de cromaticidade a* positiva representa a coloracdo vermelha e
negativa a coloracdo verde. A coordenada b* positiva representa a coloracdo amarela e
negativa a coloracdo azul. O centro destas coordenadas é acromdtico e com o aumento dos
valores de a* e b* a satura¢do da cor aumenta (ORIANI, 2013).

A Figura 3.13 apresenta a mudanga no parametro de cor a* nas macas submetidas a
diferentes coberturas. Segundo Rojas-Graii et al. (2007) as amostras com maiores valores
de a* indica que houve escurecimento enzimatico do alimento. Os menores valores de a *
obtidos ao final das 8 h de andlise foram encontrados nas amostras sobre as quais foram
aplicadas as formulagdes contendo as microparticulas lipidicas de 4cido ascérbico CPC
(controle-particula-controle) ou CP (cobertura com particulas). A amostra contendo acido
ascorbico nao encapsulado (CAA) na cobertura se mostrou semelhante aos ensaios CPC e
CP, quanto aos valores do parametro a *, durante as primeiras horas de andlise e
posteriormente sofreu um aumento no valor deste parametro provavelmente pela
instabilidade e reatividade do 4dcido ascérbico em presenga de oxigénio e luz, mostrando a

importancia da encapsula¢cdo na manutencdo da atividade antioxidante do 4cido ascorbico.
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SC: sem cobertura; CC: cobertura sem aditivos; CAA: cobertura com adi¢io de dcido ascérbico;
CPC: Imersao na cobertura sem aditivos, imers@ao em uma solu¢do de Tween 80 (10 %) com 0,4 %
de particulas dispersas e posterior imersd@o na cobertura sem aditivos, novamente; CP: Cobertura
com incorporacdo de 2 % de microparticulas do Ensaio 5 (Capitulo 2)

Figura 3.13 - Mudanca no parametro de cor a* das fatias de macas revestidas com
diferentes coberturas
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A Figura 3.14 apresenta a mudanca no parametro de cor b* nas magas submetidas a
diferentes coberturas. O aumento no valor do parametro b* indica que as amostras
adquiriram um tom mais amarelado. A partir da Figura 3.14 € possivel verificar que para
todos os tratamentos houve um aumento no valor do parametro b*, o qual foi mais
acentuado para as amostras dos ensaios SC (sem cobertura), CC (cobertura controle) e
CAA (cobertura contendo dcido ascorbico nao encapsulado). Este ultimo, da mesma forma
que para o parametro a*, teve um comportamento semelhante aos ensaios CPC e CP nas
primeiras horas, e posteriormente sofreu uma elevacdo na intensidade da cor amarela da
amostra. O ensaio CP apresentou o menor valor no parametro b* que os demais tratamentos
ao final das 8 h de andlise, com diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

No tempo de 8 h somente o ensaio CPC apresentou diferenca significativa dos
demais ensaios no que diz respeito ao valor de diferenga total de cor (AE*), no qual se
obteve maior valor nesse parametro devido ao fato de ser o ensaio com menor valor de

luminosidade (L*).
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SC: sem cobertura; CC: cobertura sem aditivos; CAA: cobertura com adi¢do de acido
ascorbico; CPC: Imersdo na cobertura sem aditivos, imersdo em uma solucdo de Tween
80 (10 %) com 0,4 % de particulas dispersas e posterior imersdo na cobertura sem
aditivos, novamente; CP: Cobertura com incorporacdo de 2 % de microparticulas do
Ensaio 5 (Capitulo 2)

Figura 3.14 - Mudanca no parimetro de cor b* das fatias de macas
revestidas com diferentes coberturas
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Rojas-Graii, Soliva-Fortuny e Martin-Belloso (2008) avaliaram o efeito da aplicacio
de uma solucdo de acido ascérbico ndo encapsulado na cor de magas “Fuji” minimamente
processadas e perceberam que a utilizacdo deste antioxidante ndo promoveu a inibi¢ao da
atividade das enzimas que provocam o escurecimento das macas. Por outro lado, Roblés-
Sénchez et al. (2013) que avaliaram a influéncia de coberturas de alginato adicionadas de
acido ascorbico na cor de mangas “Kent” minimamente processadas, concluiram que esta
cobertura aditivada preveniu o escurecimento das mangas armazenadas por 12 dias a 4 °C.

Os melhores resultados obtidos foram observados nas macds aplicadas com as
coberturas adicionadas das microparticulas lipidicas de 4cido ascérbico. Embora ambos
ensaios CPC (com incorporacdo da cobertura controle, seguida de uma solu¢do de Tween
80 (10 %) com 0,4 % de particulas e posterior imersdo na cobertura controle novamente) e
CP (cobertura contendo as microparticulas) tenham retardado o escurecimento das macas, o

ensaio CP foi mais protetivo.
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3.4 CONCLUSAO

Os filmes adicionados de microparticulas lipidicas apresentaram menor
permeabilidade ao vapor de dgua, quando comparados aos filmes controle e aditivado com
acido ascérbico ndo encapsulado, como efeito da adi¢do de gordura (hidrofébica). Além
disso, os filmes aditivados com as microparticulas de acido ascérbico apresentaram maior
opacidade e menor luminosidade que os demais filmes produzidos.

As propriedades mecanicas dos filmes produzidos com adi¢do das microparticulas
mostraram maior resisténcia a tracdo e baixo alongamento na ruptura. O aumento da rigidez
destes filmes foi devido a fracdo lipidica do material de parede das particulas adicionadas.

A utilizacdo de microparticulas de 4cido ascérbico promoveu a protecao da sua
atividade antioxidante durante o processamento dos filmes, em relacdo ao filme produzido
com o dcido ascérbico ndo encapsulado. O filme produzido com particulas contendo uma
propor¢ao de 4cido ldurico e dcido oleico de 80/20 no material de parede e uma propor¢ao
entre o material de parede e o material de recheio de 75/25 foi o que apresentou maior
retengdo da atividade antioxidante (84 %) durante o processamento do filme, assim como a
degradacdo do 4cido ascdrbico em dgua foi mais lenta que nos demais ensaios.

A utilizacdo de cobertura de amido de banana verde adicionada de microparticulas
lipidicas contendo 4cido ascorbico foi efetiva na preservacdo da coloragdo das macas por 8
h a temperatura ambiente, visto que a encapsulacdo promoveu a preservacao e a liberagao

controlada do 4cido ascérbico, preservando sua atividade antioxidante por mais tempo.
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As misturas lipidicas de 4cido laurico e acido oleico e de acido estedrico e acido
oleico, avaliadas por DSC, apresentaram ponto de fusdo inversamente proporcional a
quantidade de 4cido oleico presente nas misturas. Misturas contendo pontos de fusdo acima
de 54 °C e abaixo de 31 °C foram descartadas para a obtencdo das microparticulas
lipidicas.

A variacdo do teor de 4cido oleico presente nas misturas de material de parede
influenciou diretamente nas propriedades das microparticulas produzidas (eficiéncia de
encapsulacdo, distribui¢ao de tamanho e perfil de libera¢dao do recheio). Porém, a propor¢ao
entre o material de parede e o material de recheio nédo teve efeito sobre as propriedades das
microparticulas produzidas. Quanto maior a quantidade de 4cido oleico presente, maior a
eficiéncia de encapsulacdo, o diametro das particulas e a presenca de aglomerados.

A cinética de liberacdo do ingrediente ativo pelas microparticulas contendo
quantidades intermedidrias de acido oleico no material de parede (20 %) em meio aquoso
foi mais lento que os demais ensaios realizados. A menor velocidade de liberagdo do
material de recheio em dgua foi apresentada pelas particulas dos ensaios em que foi
utilizada a concentra¢do intermedidria de 4cido oleico no material de parede, seguindo o
modelo cinético modificado de Ritger-Peppas.

A incorporagdo das microparticulas nos filmes de amido de banana promoveu uma
diminui¢do na permeabilidade ao vapor de dgua, devido suas caracteristicas hidrofébicas.
Além disso, os filmes aditivados com as microparticulas de dcido ascérbico apresentaram
maior opacidade e menor luminosidade que os demais filmes produzidos e uma tendéncia a
serem menos soluveis que os filmes controle.

A utilizacdo de microparticulas lipidicas de 4cido ascérbico nos filmes promoveu
um aumento na resisténcia a tragao e uma diminui¢ao no alongamento na ruptura dos filmes
produzidos, em relagc@o ao filme aditivado com 4cido ascérbico ndo encapsulado, devido a
fracdo lipidica do material de parede das particulas adicionadas.

Além disso, as microparticulas forneceram um efeito de protecao da atividade antioxidante
durante o processo de obtencdo dos filmes, em relagdo ao filme produzido com &cido

ascorbico nao encapsulado. O filme produzido com particulas contendo 20 % de material
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de recheio foi o que apresentou maior retengdo da atividade antioxidante durante o
processamento do filme, assim como a degradacdo do 4cido ascérbico em dgua foi mais
lenta que no ensaio controle com 4cido ascorbico ndo encapsulado.

A cobertura de amido de banana verde adicionada de microparticulas lipidicas
contendo dcido ascérbico inibiu parcialmente o escurecimento enzimatico das magas
analisadas por um periodo de 8 h a uma temperatura de 25 °C, visto que a encapsula¢do do
acido ascérbico preservou sua atividade antioxidante e promoveu a liberacdo controlada

desse composto.

110



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Testar a microencapsulacdo de &cido ascoérbico por spray chilling com outras
misturas de material de parede com pontos de fusdo mais altos e avaliar a degrada¢do do
acido ascorbico durante o processo, a fim de se obter particulas mais estdveis a temperatura

ambiente;

Microencapsular extratos de frutas com alto potencial antioxidante por spray

chilling e aplicar as microparticulas em filmes;

Otimizar a obtencdo de filmes adicionados de microparticulas, como por exemplo,
testar a producdo por multicamadas, a fim de minimizar a velocidade de liberacdo do

ingrediente ativo e a perda de atividade antioxidante durante o processamento do filme;

Avaliar a liberacdo (difusdo) do 4cido ascorbico pelas particulas e pelos filmes ou

coberturas em diferentes sistemas modelos;

Testar outros métodos de incorporagdo e dispersdo das particulas no filme, com o
objetivo de melhorar as propriedades mecanicas destes, visto que o alongamento na ruptura
dos filmes produzidos com dispersdao das particulas em solu¢do de Tween 80 apresentou
baixos valores;

Testar a incorporacao de microparticulas em outras matrizes filmogénicas;

Avaliar a estabilidade de frutas minimamente processadas, aplicadas de cobertura

contendo 4cido ascorbico, por um periodo de 5 dias sob refrigeragao.
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Data File C:\HPCHEM\2\

Injection Date
Sample Name :
Acqg. Operator :

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

DATA\CAGJAN14\16JAN0O01.D

Sample Name: AC. ESTEARICO 1

16/1/2014 10:27:24
AC. ESTEARICO 1

D:\HPCHEM\2\METHODS\CAG2 .M
9/1/2014 09:26:39
D:\HPCHEM\ 2 \METHODS\ECODB23 .M
20/1/2014 15:33:55

(modified after loading)

FID1 A, (CAGJAN14\16JAN001.D)
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Seq. Line
Location
Inj

Inj Volume

— 32.053

Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal 1: FID1 A,

Peak RetTime Type
# [min]

9 29.925 BP—

10 32.053 BB

o <
© ©
© T
= (= +]
(Y] (o]
uwy
o
©
~
| &
LS
w
(o]
o
3 0
9 & &
o~ L' I N
w ‘ 1| |
& || | |~‘ AL VPN LI R
\ I s
10 20 30
Area Percent Report
Signal
1.0000
1.0000
Width Area Height Area
[min] [pA*s] [pAa] %
0.0388 3.00009 1.26116 0.11680
0.037% 109.47121 45.71359 4.26177
0.0382 18.58381 7.95858 0.72348
0.0408 726.58081 258.40720 28.28615
0.0410 64.36099 24.19180 2.50561
0.0543 1596.72156 393.58557 62.16117
0.0840 11.35163 1.91-817-—0+44392
0.0493 3.90918 1.1%059 0.15219
0-.0512 11.84441 3.71411 -0.46111
0.0544 18.91465 5.33383 0.73636
0.0790 3.94176 B8.31563e-1 0.15345

11 37.707 MM
Totals

Results obtained

2568.68009 744.10615

with enhanced integrator!

40

min



vata rile C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JANOO2.D Sample Name: AC. ESTEARICO 2

Injection Date : 16/1/2014 11:21:19 Seq. Line : )
Sample Name : AC. ESTEARICO 2 Location : Vvial 2
Acqg. Operator

Inj : 1
Inj Volume : 1 ul
Acg. Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\CAG2 .M
Last changed : 9/1/2014 09:26:39
Analysis Method : D: \HPCHEM\ 2 \METHODS\ECODB23 .M
Last changed : 20/1/2014 15:33:55

(modified after loading)
FID1 A, (CAGJAN14\1 6JAN002.D)

pA | | ) 4
i CP b
| 3 8
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i ~
| e
60 2k |
| = ;
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<
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! [ 0w o < o N
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| ' o 1 LI &S 5
| !I: | H | albaad :I "\ I"I'?,, o |. ﬁ?
| | -‘_“ ’ . i L. LAY
10 |
0 10 20 30 40 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution z 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
R R R R R R |
1 17.511 BB .0376 2.86711 1.17029 0.12149
2 21.377 BP .0371 101.23232 43.55729 4.28955
3 23.142 BP .0358 17.00851 7.40178 0.72071
4 24.852 BB .0429 676.59680 239.79953 28.66968
5 26.411 BB .0384 56.01595 22.25309 2.37358
6 28.153 BB 1464 .08545 355.94089 62.03822

7—28.388 PB—
8 29.912 BB
9 32.039 BB
10 37.682 MM

~0787 9.61601 1.68088 -0-40746
.0484 10.52930 3.37081 0.44616
.0528 16.87707 4.70696 0.71514
SGYA 5.14501 8.65255e-1 0.21801

OO0 0O0O000O0QO0Q
o
w
~J]
(=]

Totals : 2359.97352 680.74688

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report #**x*



Data File C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JANOO5.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

16/1/2014 14:03:22 Seq. Line : 5
AC. OLEICO 1 Location : Vial 5
Inj : 1

Inj Volume : 1 pl
D:\HPCHEM\ 2 \METHODS\ CAG2 .M
9/1/2014 09:26:39
D: \HPCHEM\ 2\METHODS\ECODB23 .M
20/1/2014 15:33:55
(modified after loading)

FID1 A, (CAGJAN14\16JAN005.D)
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Sorted By
Multiplier
Dilution

Signal 1: FID1 A,

Peak RetTime Type
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i s 28 AAR VD

24.829
28701
29613

|
|
|
|
|

[{=]
[(s]
€
wy
o™
]| 2
|| o
ég 23 |
o &5 g:&'r
e} 6. ™ o™
10 20 30
Area Percent Report
Signal
1.0000
1.0000
Width Area Height Area
[min] [pA*s] [pAal %
------- | mmm e | e s i
0.0463 1.86536 6.71198e-1 0.05174
0.0360 14.38212 6.22379 0.39894
0.0349 2.465929 1.11343 0.06849
0.0413 209.97032 78.20731 5.82426
00702 5.43935 1.03619 015088
0.0375 4.95920 2.03215 0.1375s6
0.0385 51.87613 21.22819 1.43896
0.0497 6.72494 1.92836 0.18654
0.0395 16.44017 6.49370 0.45603
0.0544 58.26951 16.84629 1.61631
0.0661 32.62284 6.12536 0.90491
0.0676 2729.74170 534.39502 75.71889
0.0374 45.34203 19.28633 1.25772
0.0410 3.10975 1.25230 0.08626
0.0483 7.62222 2.51726 0.21143
0.0702 8.90664 1.75599 0.24706
N NEAGQ 172 Nenzea 7 127EL N 2724Aca

40

Sample Name: AC. OLEICO 1

min



Data File C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JANOOS5.D Sample Name: AC. OLEICO 1

Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pAl] %
S e S P [==eseee |
19 30.463 BB 0.0792 7.84586 32217 021763
20 30.913 BV 0.0740 17.54629 3.30200 0.48671
21 32.048 PB 0.0589 5.24587 1.25066 0.14551
22 32.782 VP 0.0550 14.51686 3.84981 0.40268
Totals : 3605.09996 B1l6.49482

Results obtained with enhanced integrator!

**% End of Report ***



Data File C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JAN0OG.D Sample Name: AC. OLEICO 2

Injection Date : 16/1/2014 14:57:11 Seq. Line : 6

Sample Name : AC. OLEICO 2 Location : Vial s

Acqg. Operator : Inj : 1
Inj Volume : 1 pul

Acg. Method ? D:\HPCHEM\2\METHODS\CAG2.M

Last changed : 9/1/2014 09:26:39

Analysis Method : D:\HPCHEM\Z\METHODS\ECODB23.M

Last changed : 20/1/2014 15:33:55

(modified after loading)

FID1 A, (CAGJAN14\16JANO06.D) o N

pA - i ez
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! E
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10 '
0 10 20 30 40 min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pAa] %
e e o ) BETESbEEe e R |
1 17.511 MM 0.0383 1.30464 5.68391e-1 0.03803
2 21.372 BP 0.0370 14.00464 6.05386 0.40828
3 23.143 PP 0.0357 2.47680 1.08232 0.07221
4 24.830 BB 0.0356 179.22636 75.87598 5.22497
5 25.230 VB 0.0396 5.01040 1.97755 0.14607
6 25.367 BP 0.0368 50.38086 21.13752 1.46875
7 26.411 BB 0.0480 5.45204 1.67558 0.15894
8 26.915 BB 0.0390 16.56240 6.67046 0.48284
9 28.111 BB 0.0494 54.09888 16.03200 1.57714
10 28.434 PV 0.0784 32.95938 5.53928 0.96086
11 28.697 VV 0.0647 2617.75195 529.13300 76.31513
12 28.770 Vv 0.0360 43.61498 18.83503 1.27150
13 28.859 Vv 0.0396 3.12204 1.22967 0.09102
14 28.976 VV 0.0454 7.66040 2.52711 0.22332
15 29.150 VP 0.0696 8.50656 1.69217 0.24799
le 28.365 VP 0.0554 11.73366 3.08607 0.34207
17 29 RKI1n T N nNeEnn 100 1Annes AAn PAaAnA A AEm—-——



Data File C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JANOO0G.D

Peak RetTime Type Width Area
# [min] [min] [pA*s]
oo P P | -mmmoee
19 30.915 BP 0.0619 12.48543
20 32.044 PB 0.0627 4.66848
21 32.780 VP 0.0549 13.77365
Totals 3430.18728
Results

.97783
.14191
.57925

805.

91166

obtained with enhanced integrator!

Sample Name: AC.

0.36399
0.13610
0.40154

*** End of Report *#*%*

OLEICO 2



Data File C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JAN0O3.D

Sample Name: AC. LAURICO 1

Injection Date : 16/1/2014 12:15:19
Sample Name : AC. LAURICO 1
Acqg. Operator

Acqg. Method

Last changed : 9/1/2014 09:26:39

Analysis

Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB23.M

Last changed : 20/1/2014 15:33:55

(modified after loading)

D:\HPCHEM\ 2\METHODS\CAG2 .M

Seq. Line
Location
Inj

Inj Volume

40 min

FID1 A, (CAGJAN14\16JAN003.D)
PA ' pat
©
| o
90
80
70 | _
60
50 -
40
30 |
3 S a =
S i g® @
e o o %
| .!~|-| , “r:‘ i,
10
0 _
0 10 20 30
Area Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pa] %
R PR | = e e | = mme |
1. E3..299 BB 0.0384 9.16448 3.76184 0.29136
2 17.601 BB 0.0579 3106.55225 741.60553 98.76614
3 19.495 BB 0.0388 -3..10552 1.29887 0509873
4 21.369 BP 0.0366 7 i i Bl 3.12393 0.22605
5 24.812 PP 0.1264 19.42931 1.88286 0.61771
Totals 3145.36168 751.67303
Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***



Data File C:\HPCHEM\2\DATA\CAGJAN14\16JAN0O04.D Sample Name: AC. LAURICO 2

Injection Date : 16/1/2014 13:09:10 Seq. Line : ‘4
Sample Name : AC. LAURICO 2 Location : Vial 4
Acg. Operator 5 Inj : 1
Inj Volume : 1 pul
Acg. Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\CAG2 .M
Last changed : 9/1/2014 09:26:39
Analysis Method : D:\HPCHEM\2\METHODS\ECODB23.M
Last changed : 20/1/2014 15:33:55
(modified after loading) R
FID1 A, (CAGJAN14116JAN004.D)
PA | | 3
l T
90 i '
80 J
70 1
60 |
0
i
30 -
20 & [ § > i
| 2 = T . .
18 [ PR | S M
10 :
0 R sisogmsss ot o ; S S E — | : R S : .
0 = 10 20 30 : 40 p _min
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier : 1.0000
Dilution < 1.0000
Signal 1: FID1 A,
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] [pA*s] [pA] %
e ERE | -=om oo e R o RO == e |
1 13.299 BP 0.0387 8.59121 3.49343 0.29134
2 17.601 BB 0.0549 2912.89990 725.16205 98.78200
3-—-19.498 BB -0-.-0368 292566 1.22990—0:09921
4 21.373 PP 0.0374 6.61076 2.81569 0.22418
5 24.812 PB 0.1054 17.78889 2.15185 0.60326
Totals : 2948.81642 734.85292

Results obtained with enhanced integrator!

*%*% End of Report *#**



