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Resumo

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é uma fruta do cerrado que apresenta alto
teor de compostos fenoélicos, carotendides e alta atividade antioxidante. A microen-
capsulacao dos polifendis pode aumentar a sua estabilidade a fatores externos como
luz e oxigénio, em relacdo a sua forma livre. Além disso, ajuda a reduzir os gostos
indesejavies. Este trabalho teve como objetivo estudar a microencapsulacao dos com-
postos bioativos dos extratos aquosos do pequi. Foram preparados extratos aquosos
de diferentes razoes fruta:dgua (1:2 e 1:3) com os seguintes parametros fixados: 1 h
de extracao, 25 °C. Em seguida os extratos foram concentrados por nanofiltracao, em
uma membrana do tipo espiral com massa molecular de corte de 150 a 300 g/mol e
area de 1,2 m?, onde foram avaliadas as condicoes de processo via: fluxo de permeado
(8,4 a 16,6 L/hm?) e indice de retengao (93 a 95%). Os extratos obtidos foram mi-
croencapsulados usando um secador do tipo spray dryer, com os seguintes parametros
fixados: vazao de ar de secagem de 300 m?/h, vazdao do ar comprimido de 1,85 m?/h e
pressao do ar comprimido de 3 bar. Foi inicialmente investigada a influéncia de cinco
tipos de materiais de parede (Maltodextrina 10 DE, Maltodextrina 20 DE, Xarope de
Glicose, HiCap e Snow Flake) e sua respectiva concentragao (0 a 20% p/p) na retencao
de polifendis. Posteriormente foram avaliados os efeitos da temperatura do ar de en-
trada (140 °C e 180 °C) e diferentes didmetros de bico atomizadores (1,0 e 2,0 mm) na
qualidade dos pos gerados. As microesferas obtidas foram caracterizadas em relagao
ao conteudo de umidade, atividade de agua, higroscopicidade, distribuicao de tamanho
e diametro médio de particulas, temperatura de transicao vitrea e microestrutura. No
geral, as particulas produzidas apresentaram formato esférico sem rachaduras ou poros
quando atomizadas a 180 °C e formato mais irregular a 140 °C. Além disso, foram
também determinados: a retencao de polifendis, atividade antioxidante via DPPH e
FRAP e a estabilidade a 45 °C por 49 dias. As microparticulas apresentaram retencgao
de polifendis na ordem de 67 a 72% e atividade antioxidante de 42 a 68% de inibigao
via DPPH e 48 a 83 mg/g via FRAP. A estabilidade dos polifenéis ao longo do tempo
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foi analisada via espectrofotometria e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
A analise via CLAE se mostrou mais confiavel e as particulas atomizadas apresentaram
uma menor degradacao com o tempo, em relagao as amostras liofilizadas. Independen-
temente do modo de produgao do extrato, a microencapsulagao a 140 °C/1,0 mm foi
mais adequada.

Palavras chave: Nanofiltracao, Caryocar brasiliense Camb , spray dryer, polife-

nois.
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Abstract

Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is a Brazilian fruit with high levels of pheno-
lic compounds and high antioxidant activity but its phytochemical aspects are little
known. The bioactive compounds present in pequi could be added to formulated fo-
ods and beverages. However these compounds are generally unstable in liquid form
and microencapsulation may increase its stability to external factors such as light and
oxygen. This work aimed to study the extraction and the microencapsulation by spray-
drying of polyphenols present in pequi. Aqueous extracts were prepared from different
proportion of fruit:water (1:2 and 1:3), with the following parameters determined: 1
h of extraction at 25 °C. Then the extracts were concentrated by nanofiltration, in a
spiral wound membrane with a molecular cut-off of 150 to 300 g/mol, and 1.2 m? of
active area and the process conditions were evaluated by: permeate flux, wich varied
from 8.4 to 16.6 L /h.m? and retention of phnolics index, wich varied from 93 to 95
%. The extracts were microencapsulated using a spray dryer with the following fixed
parameters: drying air flow of 300 m?/h, compressed air flow of 1.85 m3/h and air pres-
sure of 3 bar. The initial variables were: wall material concentration (0 to 20%) and
type (maltodextrin 10 DE and 20 DE, Glucose Syrup, Hicap and Snow Flake). Highest
polyphenols retention was the target. For the chosen condition: 15% of mixture - Snow
Flake/maltodextrin 10 DE (1/3), drying temperature (140 °C and 180 °C) and nozzle
diameter variation (1.0 and 2.0 mm) were investigated. The microspheres were cha-
racterized with respect to moisture content, water activity, hygroscopicity, size particle
distribution and particle diameter, glass transition temperature and microstructure. In
general, the spherical particles produced exhibited no cracks or pores when atomised
at 180 ° C and were more irregular when atomised at 140 °C. Moreover, polyphenol
retention, antioxidant activity by DPPH and FRAP and stability at 45 ° C for 49 days
were also determined. The microparticles showed 67 to 72 % of polyphenol retention
and antioxidant activity of 42 to 68 % inhibition by DPPH and 48 to 83 mg/g by
FRAP. The polyphenols stability was analyzed by
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spectrophotometer and high performance liquid chromatography (HPLC). The analysis
by HPLC showed the most reliable and the atomized particles had lower degradation
compared to lyophilized samples. Regardless of the method of production of the ex-
tract, microencapsulation using 140 °C/1.0 mm was more suitable.

Keywords: Nanofiltration, Caryocar Brasiliense Camb., spray dryer, polyphenols.
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Capitulo 1

Introducao

O Brasil é detentor de uma das maiores biodiversidades do mundo, apresentando
grande potencial como produtor de matrizes vegetais com atividade bioldgica. No
entanto, muito pouco tem sido realizado para transformar este potencial em uma rea-
lidade competitiva. O estudo de compostos bioativos presentes em extratos de frutos
do cerrado como o pequi, assume importancia consideravel, uma vez que podera ser
potencialmente viavel em algumas aplicagoes como: adi¢ao em alimentos formulados e
bebidas ou utilizacao na producao de fitoterépicos, pela sua elevada atividade biologica.

O pequi é um fruto nativo do cerrado brasileiro e apresenta aspectos nutricionais
bastante importantes. Contém alto teor de compostos bioativos (fenélicos e carotenoi-
des), acidos graxos, vitaminas C e do complexo B, além da alta atividade antioxidante
(Machado, 2011; Oliveira et al., 2008). Porém em sua forma livre estes compostos
tendem a se degradar rapidamente. Sao sensiveis a variagoes de temperatura, luz,
pH e concentracdo de oxigénio (Fang e Bhandari, 2011). E interessante transformar
a fruta em um extrato que se torne uma matéria-prima homogénea para os compos-
tos bioativos, ja que no pequi, estes se encontram distribuidos nas diversas partes do
fruto. Machado (2011) produziu extratos alcodlicos e aquosos de pequi e concentrou
os compostos bioativos por nanofiltracao, obtendo uma retencao de 97% de compostos
fenolicos. Uma forma de manter os compostos bioativos estaveis por mais tempo é sua
transformacao em po6, a partir do extrato. Uma técnica que pode ser empregada para
este fim é a microencapsulacao por spray drying

Microencapsulagao pode ser definida como uma tecnologia capaz de transformar
materiais solidos, liquidos e gasosos em microparticulas, que podem liberar seu con-
teado em diferentes condi¢oes. Na area de alimentos a utilizacao dessa técnica nao é

um novo conceito, e tem sido utilizada por mais de 60 anos por diversas razoes.






De uma forma geral, as principais razoes sao: protegao, liberacao controlada, per-
mitir facil manuseio do produto encapsulado e mascarar odores desagradéaveis (Desai
e Park, 2005). Diversas técnicas podem ser empregadas na microencapsulagao, tais
como: spray drying, freeze drying, spray chilling, spray coating, extrusao, extrusao cen-
trifuga, leito fluidizado, co-cristalizagao, coacervagao simples e complexa, evaporacao
de solvente e inclusao molecular. A selecao do método depende de propriedades fisicas
e quimicas do material a ser encapsulado e do material de revestimento, do mecanismo
de liberagao dos compostos ativos e de fatores econdomicos (Silva, 2011; Desai e Park,
2005). Dentre estes métodos o spray drying é o mais conhecido e usual na industria
de alimentos (Barbosa et al., 2005). E um processo econdmico e de secagem rapida
(Fang e Bhandari, 2011; Desai e Park, 2005). No processo de secagem por spray drying
as principais etapas que influenciam nas propriedades finais do p6 sao: atomizagao do
liquido, afetada pelo tipo de bico atomizador e condi¢oes de operacao; a etapa de con-
tato entre o ar de secagem e a gotas, que tem como objetivo dispersar uniformemente
as gotas dentro da camara de secagem; a etapa de secagem e formacao da particula,
afetada pela geometria, tamanho da camara de secagem; a coleta do produto final,
regulada pelo design da tubulacdo do ar de exaustdo, dos ciclones e filtros (Masters,
2004).

Outro fator decisivo para a microencapsulacao é a escolha do material de parede.
Este material tem a fungao de envelopar e proteger o composto ativo, ou nicleo dando
forma a microcapsula. Ha diversas opgoes de material de parede, como as maltodex-
trinas, polissacarideos e proteinas. Os carboidratos, em especial, tém funcgoes interes-
santes como: baixo custo, grande nimero de polimeros existentes e propriedades fisico
quimicas desejaveis (Lakkis, 2007). Diversos trabalhos elencam a maltodextrina e seus
blends como boa opgao de material de parede (Barbosa et al., 2005; Bakowska-Barczak
e Kolodziejezyk, 2011; Silva, 2011; Munin e Edwards-Lévy, 2011; Gallardo et al., 2013).

A forma da microcapsula gerada é essencial para o desenvolvimento de novos pro-
dutos e sua respectiva aplicacao. A funcionalidade, as propriedades de escoamento
do po6 estao intimamente ligados a sua microestrutura. Além disso, a distribui¢ao do
tamanho das particulas também pode ser considerada importante em varios aspectos,
podendo influenciar no sabor, cor e textura do produto . Uma maneira de verificar a
forma da microcapsula se da pela realizacao de testes fisicos como analise de diametro
médio das particulas e morfologia (Shahidi e Han, 1993).

Neste contexto, o foco principal deste estudo é a obtencao das condigoes de mi-

croencapsulacao de extratos de pequi por spray drying. Para isso, foi inicialmente



investigada a influéncia de alguns materiais de parede e sua respectiva concentragao
na retencao de polifendis. Posteriormente, o efeito da temperatura de entrada do ar de
secagem e a utilizacao de diferentes didmetros de bico foram avaliados na obtencao de
pos, onde foram investigados critérios fisicos e quimicos que interferem na qualidade e

sua estabilidade & estocagem a 45°C.



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 Pequi

O pequi é um fruto originario do pequizeiro, que é uma planta classificada como

oleaginosa ou frutifera, em razao das suas caracteristicas e formas de aplicacao do

fruto, que vao desde a culinaria até a producao de cosméticos. As espécies conhecidas

como pequizeiro, e nomes derivados pertencem a familia Caryocaraceae, composta de

25 espécies reunidas em dois géneros, Caryocar e Anthodiscus (Oliveira et al., 2008).

O pequi é encontrado em todo o cerrado brasileiro, que inclui diversos estados tais

como o Para, Distrito Federal, Sao Paulo, Minas Gerais, entre outros, como apresentado

na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Distribui¢do do pequi (Caryocar brasiliense Camb) no Brasil
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O pequizeiro apresenta porte variando entre arbéreo a arbustivo, com altura variavel
entre 8 e 12 m de altura, de tronco tortuoso com até 5 metros de altura, dependendo
das caracteristicas do ambiente (Oliveira et al., 2008; Carvalho, 2009) (Figura 2.2).

Figura 2.2: Pequizeiro

Sua floragao e frutificagdo dependem da regiao (Carvalho, 2009). Em geral, a flo-
racao ocorre de agosto a novembro, ja a frutificacao ocorre de novembro a fevereiro
(Alves et al., 2008).

Os frutos sao globulosos do tipo drupaceo, de casca fina verde acinzentada, com
4 a 6 loculos. Retirada a casca h& o mesocarpo interno, bastante fibroso. No loculo
ha a polpa, o endocarpo e a semente. A polpa apresenta coloracao de amarelada a
alaranjada sendo oleosa e comestivel. O endocarpo, que é duro e espinhoso, protege
a semente ou améndoa, que é revestida por um tegumento fino, sendo também uma
porgao comestivel(Carvalho, 2009; Alves et al., 2008) (Figura 2.3).

De acordo com Rocha et al. (2008), a exploragao econdmica do pequi é atualmente
considerada uma pratica ambientalmente sustentavel.

Essa exploracao, que se da de maneira extrativista, tem grande importancia s6cio-

econdmica que pode ser verificada em toda a cadeia de producao do fruto, desde a
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Figura 2.3: Pequi

coleta, até a comercializagao, tanto do fruto “in natura” quanto dos produtos derivados
(Rocha et al., 2008). No Brasil, em 2010, foram produzidas 5.786 toneladas de pequi,
conforme registro do IBGE (IBGE, 2010).

Sobre a utilizagao do pequi e seus derivados, podem-se elencar diversas aplicacoes
em diversas areas, desde a culinaria até o uso em cosméticos. A polpa do pequi é muito
apreciada na alimentagao regional. Sua semente pode ser "consumida in natura"ou
pode ser utilizada na preparacao de licores (Carvalho, 2009; Lima et al., 2007).

O pequi apresenta alto teor de lipideos, carboidrato e vitamina C (2.1).A polpa
do fruto apresenta caracteristicas fisico quimicas bastante interessantes. Possui teor
de vitamina C superior aos encontrados em frutos citricos como a laranja-da-bahia e
o limao-galego (Oliveira et al., 2008). A améndoa ¢ rica em lipideos e minerais. Em
relag@o aos lipideos, ha predominio dos acidos graxos insaturados (Lima et al., 2007).

Outro ponto positivo do pequi, que vem sendo destacado por diversos autores é o
alto teor de compostos bioativos com propriedades antioxidantes (Lima et al., 2007,
Machado, 2011).

Os compostos fenolicos fazem parte de um grupo de metabdlitos de plantas. Apre-
sentam uma alta atividade bioldgica, tais como: antioxidante, anti-inflamatoéria além
de fungoes anti-virais (Fang e Bhandari, 2010). Segundo Lima et al. (2007) a polpa
do pequi apresenta teores de fenélicos totais superiores aos encontrados na maioria das
polpas de frutas consumidas no Brasil como acai, goiaba, abacaxi e acerola.

Assim, ao serem incluidos na alimentagao humana, por meio de capsulas, por exem-

plo, estes compostos possibilitam varios beneficios, como citados anteriormente.



Tabela 2.1: Valores médios da composicao quimica centesimal do pequi .

Constituintes TACO (2010)* Santos et al. (2010)?
Umidade (%) 65,90 56,53
Cinzas (%) 0,80 1,1
Proteinas (%) 2,30 4,6
Lipideos (%) 18 63,3
Vitamina C (mg/100g) 8,30 N/A3
Fibra alimentar (%) 19 N/A
Carboidratos (%) 13 N/A

IDados analiticos médios para a variedade Caryocar brasiliense Camb. na fruta fresca (base tmida).
2Dados analiticos médios para a variedade Caryocar brasiliense Camb. na fruta fresca (base seca).
3N/A = Nao analisado.

2.2 Compostos Bioativos

2.2.1 Compostos Fendlicos

Presente no reino vegetal, compostos fenolicos ou polifendis contabilizam uma vasta
gama de compostos com mais de 800 estruturas quimicas, o que representa mais de 4000
compostos individuais. Estes compostos sao produtos secundarios do metabolismo das
plantas. Todos os polifendis apresentam um ou mais anéis de benzeno ligados a uma
ou mais hidroxilas (Shahidi e Naczk, 2004; Sellappan et al., 2002).

Grande atencao tem sido dada aos polifendis, devido ao seu alto potencial bio-
logico. Sao capazes de exibir agoes antioxidantes por meio de seqiiestro de espécies
radicalares de oxigénio, inibi¢ao da proliferacao celular, bem como exibir a¢cao como
agente antibiotico, antialergénico e anti-inflamatorio (Shahidi e Naczk, 2004; Munin e
Edwards-Lévy, 2011).

A quantificagdo do teor de polifenés totais baseia-se na determinacao espectrofo-
tométrica (Georgé et al., 2005). No entanto determinacdo individual dos fenoélicos é
ainda um desafio analitico devido a diversidade destes compostos. Sua determinagao
pode ser feita mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou via croma-
tografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrometria de massa (Schieber et al.,
2001). Roesler et al. (2008) trabalharam com o preparo de diferentes extratos de pequi
(Caryocar B. Camb.), avaliaram a capacidade antioxidante desses extratos e carac-

terizaram alguns componentes por espectrometria de massa com ionizagao acoplada.



Chisté et al. (2012) trabalharam com a identificagdo e quantificacdo de compostos
fenolicos do pequia (Caryocar villosum), por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massa HPLC-DAD-MS/MS.

2.2.2 Atividade antioxidante

Antioxidantes podem ser definidos biologicamente como substancias sintéticas ou
naturais adicionadas aos produtos, para prevenir ou retardar a sua deterioracao pela
acao do oxigénio no ar (Huang et al., 2005).

Em alimentos, os antioxidantes sao adicionados para minimizar as mudancas no
sabor, aroma, cor ou valor nutritivo. Os antioxidantes podem proteger o organismo
contra danos causados por radicais livres e doengas degenerativas. Antioxidantes sinté-
ticos geralmente utilizados na industria sao eficazes e estaveis, mas seu uso é limitado
em muitos paises, porque eles nao sao considerados completamente seguros para a satde
humana (Deladino et al., 2008). Assim, pesquisas tém valorizado o desenvolvimento e
aplicagao de antioxidantes advindos de fontes naturais, como os compostos fenoélicos.

Com relagao aos antioxidantes naturais, os compostos fenolicos sao os de maior
destaque. Segundo Lima (2008) os compostos fenolicos podem ser divididos em 2
grande grupos; os flavonoides e os nao flavonoides.

Os flavonoides sao basicamente formados por um ntcleo flavona, que consiste em
um arranjo de 15 atomos de carbono composto de 3 anéis, como ilustrado na Figura
2.4 (Giilgin, 2012).

Figura 2.4: Estrutura quimica de flavondide. Adaptado de Giilgin 2012
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Os acidos fenolicos (nao flavonoides) sao derivados de acidos carboxilicos aromati-
cos, que englobam os acidos dos grupos benzoico e cinamico, como ilustrado na Figura
2.5.

OH 7 "OH

Derivados de acido benzoico Derivados de acido cindmcio

Figura 2.5: Estrutura quimica de nao flavnoides. Adaptado de Giilgin 2012

Diversos estudos relatam a capacidade antioxidante de diversas frutas e extratos
vegetais. Lima et al. (2007); Roesler et al. (2007); Machado (2011) observaram em seus
respectivos trabalhos que o pequi é uma fonte rica em carotenéides e polifendis que por
sua vez apresentam boa capacidade antioxidante. Chisté et al. (2012) detectaram a
capacidade antioxidante do piquia Caryocar villosum. Park et al. (2012) compararam

as capacidades antioxidantes do kiwi convencional e organico.

2.3 Extratos Vegetais

Extratos vegetais podem ser definidos como preparagoes liquidas ou em p6 obtidas
da extracao dos principios ativos de matrizes vegetais por diversas metodologias. Po-
dem sofrer tratamentos prévios (inativagao enzimatica, moagem, etc.) para posterior
etapa envolvendo um solvente, que tem como objetivo concentrar as substancias, au-
mentar a estabilidade e conservacao de alguns dos ativos efetivamente envolvidos nos
efeitos terapéuticos, retirando-se ou minimizando-se a presenca de compostos indese-
javeis (Marques, 2005).

Devido a alta demanda pela utilizacao de ingredientes naturais, os extratos vegetais
estao cada vez mais em foco. Sinonimos de naturais, os extratos vegetais podem ser
encontrados em varios produtos nas mais diversas aplicacoes e seu consumo atrai cada
vez mais pessoas que buscam um estilo de vida saudéavel (Brasil, 2010).

Além disso, inimeros extratos vegetais contém compostos bioativos os quais tém
atraido a atencao das industrias de alimentos e de farmacos, pois podem ser utilizados
em formulacoes de alimentos funcionais, de produtos nutracéuticos e de cosméticos.

Martins et al. (2013) trabalharam com otimizacao de condi¢oes de extragao e avaligao

11



de atividade antioxidante da fruta de lobo Solanum lycocarpum. Jorge et al. (2013)
avaliaram o efeito do tempo, temperatura e da concentracao do etanol para otimizacao
da extracao de fenoélicos no figo da india e a caracterizagao dos extratos com relacao a
atividade antioxidante por diferentes métodos (ABTS, DPPH, e oxidagao lipidica).

Com relacao a trabalhos com identificagao ou concentragao de compostos bioativos
do extrato de pequi podem-se citar os autores: Lima et al. (2007); Roesler et al. (2007);
Porto (2008); Machado et al. (2012); Chisté et al. (2012).

Uma tecnologia limpa que pode ser empregada na concentragao de compostos bioa-
tivos é a separacao por membranas. A menor producao de efluentes e a possibilidade de
seu tratamento, a redugao no consumo de energia e de produtos quimicos constituem
fatores interessantes na utilizagao dessa tecnologia. A microfiltragao é o processo de se-
paracdo com membranas que mais se aproxima da filtracao classica. E muito utilizado
para clarificacao de vinhos, cervejas e sucos, pois além de preservar os compostos ativos
termolabeis, esta tecnologia evita e minimiza as perdas por sabor e cor dos produtos
(Habert et al., 2006). Gomes et al. (2013) trabalharam com microfiltra¢do de suco de
melancia utilizando membrana ceramica, com area de 0,022 m? e avaliaram a influéncia
da vazao e temperatura no teor de licopeno e na capacidade antioxidante. O teor de
licopeno e a capacidade antioxidante aumentaram 402,8% e 416,3% respectivamente.

A ultrafiltracao é um processo de separacao por membranas intermediario a micro-
filtracao e a nanofiltracao. Pode ser utilizado quando se deseja clarificar, concentrar
e fracionar solugoes contendo macromoléculas. Diaz-Reinoso et al. (2011) utilizaram
duas membranas de ultrafiltragdo em série com massa molar de corte (MMC) de 5
e 10 kDa com o objetivo de concentrar compostos fenodlicos de extrato de folhas de
Castanea sativa. A utilizacdo das membranas em série aumentou em cerca de 18 % a
concentracao dos fenolicos no produto final.

A nanofiltragao é caracterizada, normalmente, pelas separagoes de sais divalentes
e solutos organicos de massa molar média (entre 500 e 2000 Daltons), apresentando
seletividade intermediéria entre a ultrafiltracao e a osmose inversa. Nessa area podem-
se citar: Nwuha (2000) que avaliou a estabilidade de seis diferentes membranas de
nanofiltracao para posterior concentracao de extratos de cha verde com baixo teor de
cafeina. Mello et al. (2010P) que trabalharam com concentragiao de extratos aquosos
e etanodlicos de propolis, avaliando a retencao de flavondides e compostos fenoélicos

durante o processo de nanofiltragao.
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2.4 Microencapsulacao

A encapsulacao pode ser definida como um processo para reter uma substancia
dentro de outra produzindo assim particulas com didmetros da ordem de poucos nano-
metros a poucos micrometros. A substancia que é encapsulada pode ser chamada de
nucleo, agente ativo ou fase interna. A substancia encapsulante pode ser chamada de
revestimento, material de suporte, material de parede, fase externa ou matriz (Zuidam
e Nedovi¢, 2009).

As duas principais estruturas sao: microcapsula e microesfera (figura 2.6).

_ Material

Material de parede encapsulado

Microcdpsula Microesfera

Figura 2.6: Estrutura das microparticulas. Adaptado de Jafari et al. 2008

A microcépsula é geralmente produzida por coacervagao complexa, secagem em leito
fluidizado, co-extrusao ou inclusao molecular, e tem elevada carga de ntcleo como, por
exemplo, 90 % do peso da capsula total. J& nas microesferas, que sao produzidas
principalmente por spray drying, o material do nticleo é disperso por toda a estrutura
de parede e a area central é ocupada pelo vazio resultante da expansao das particulas
durante os tltimos estégios do processo de secagem. Microesferas produzidas por este
processo geralmente apresentam carga de nicleos de 20-30 % do peso total da capsula
(Jafari et al., 2008).

Os possiveis beneficios de ingredientes microencapsulados na industria de alimentos
podem ser: facilidade de manuseio, maior estabilidade durante o processamento e do
produto final, reduc¢do do off-flavour, liberagao controlada, dentre outros (Zuidam e
Nedovié¢, 2009).

A encapsulacao pode ser realizada por varios métodos. A selecdo do processo de
microencapsulagao é governada pelas propriedades fisicas e quimicas do ntcleo, do
material de parede e da aplicagao pretendida (Desai e Park, 2005).

Spray drying ¢ um dos mais antigos processos de encapsulagao. A secagem por
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atomizagao é normalmente conseguida por dissolugao, emulsificacao ou dispersao do
agente ativo numa solugao aquosa de material de suporte, seguida pela atomizacao e
pulverizacao da mistura em uma camara quente. Durante este processo um filme é
formado na superficie das gotas, retardando a perda de moléculas do agente ativo para
o meio (Gharsallaoui et al., 2007).

A atomizagao do fluido de alimentacao em goticulas pode ser feita utilizando pressao
ou energia centrifuga. Os tipos de atomizadores podem ser divididos em: pneumaticos,
bico pressurizado, disco rotativo, duplo fluido e bico sénico. Na atomizacao ocorre a
reducao do tamanho da gota que facilita a transferéncia de calor entre a superficie das
gotas e o ar de secagem, de modo a favorecer a transferéncia de massa.

As caracteristicas finais do p6 obtido por spray drying dependem de algumas va-
ridveis de processo, tais como: caracteristicas do liquido atomizado (teor de solidos,
viscosidade), tipo e mecanismo de funcionamento do bico atomizador, e as caracteris-
ticas do ar de secagem. Assim é importante definir bem as condig¢oes de secagem para
que se possa estabelecer uma relagao entre seus efeitos e as caracteristicas do p6 obtido.

Quando se trata de secagem de extratos e sucos de frutas, os pos resultantes cos-
tumam apresentar alguns problemas de manipulagao, tais como pegajosidade (sticki-
ness) e alta higroscopicidade, decorrentes da presenga de aguicares e acidos de baixo
peso molecular, que apresentam uma baixa temperatura de transicao vitrea. Isso pode
acarretar danos nao s6 as caracteristicas do p6 obtido, como também ao processo de
secagem. Assim o uso de aditivos (agentes carreadores) a fim de aumentar a tempera-
tura de transicao vitrea do produto, facilitando a secagem e as operacgoes de transporte
e armazenamento, ¢ fundamental (Bhandari et al., 1993).

A escolha do método de microencapsulacao e materiais de revestimento sao in-
terdependentes. O material de parede utilizado em produtos alimentares deve ser de

qualidade alimentar e capaz de atuar como barreira para o agente ativo (Zuidam e
Nedovi¢, 2009).

2.4.1 Materiais de parede

Um material de parede deve atender a varios requisitos, entre os quais se pode
citar: boas propriedades reologicas, nao ser reativo com o material a ser encapsulado,
capacidade de manter e proteger o material ativo dentro de sua estrutura durante o
processamento ou a armazenagem, capacidade de liberar o niicleo mediante o gatilho de

liberagao desejado. Como geralmente nenhum material de revestimento tnico atende a
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todos os critérios listados, torna-se indispensavel o uso de misturas (Zuidam e Nedovi¢,
2009).

Entre os ingredientes alimenticios disponiveis, os principais materiais de parede
utilizados sao: carboidratos incluindo amidos hidrolisados, modificados, gomas com

propriedades emulsificantes e proteinas (Jafari et al., 2008).

2.4.1.1 Amidos Hidrolisados

Estes materiais de parede oferecem a vantagem de serem relativamente baratos,
nao proporcionam sabor doce, apresentarem baixa viscosidade em altas concentragoes
e boa protegao contra o oxigénio. O grau de protegao esté diretamente relacionado a
dextrose equivalente (DE) do amido hidrolisado (Jafari et al., 2008).

Os produtos da hidrélise do amido como: maltodextrina e o xarope de milho diferem
entre si com relacao ao peso molecular e podem ser classificados de acordo com a
dextrose equivalente (DE) que esté relacionada ao grau de polimerizagao (DP), sendo
DE = 100/DP. A maltodextrina consiste em um polissacarideo formado por ligacoes
a-(1-4) de D-glicose e apresenta DE menor que 20. Ja a hidrolise do amido com valores
de DE entre 20 e 60 resulta em uma mistura de moléculas denominada xarope de milho
(Shahidi e Han, 1993).

Em geral, produtos de maior DE sao menos permeéveis ao oxigénio e resultam
em poés com maior eficiéncia de encapsulagao. Estes ingredientes, no entanto, nao
possuem quaisquer propriedades emulsionantes e resultam tipicamente na retencao
pobre de flavours durante a secagem. Portanto, é desejavel utiliza-los em combinagao
com materiais emulsionantes tais como: amido modificado, goma arébica ou proteinas
(Jafari et al., 2008).

2.4.1.2 Amidos modificados

Produtos a base de amido sao geralmente seguros para o consumo humano. Amidos
nativos apresentam geralmente uma baixa solubilidade em agua, o que tem limitado sua
aplicacao (Sweedman et al., 2012; Yan e Zhengbiao, 2010). Modifica¢oes no amido com
a finalidade de aumentar a solubilidade em agua podem ser feitas por meio de modifi-
cagoes estruturais, hidrolisando o amido em moléculas menores, ou por meio da adi¢ao
de grupamentos quimicos como acetato ou anidro octenil-succinico (OSA)(Sweedman
et al., 2012). Quando adicionados do grupamento OSA, os amidos adquirem uma ca-

racteristica anfifilica e assim podem ser utilizados em diversas aplicagoes. Amidos OSA
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sao bastante difundidos comercialmente e tém sido utilizados como substitutos de al-
guns polimeros, tais como goma arabica e algumas proteinas (Sweedman et al., 2012).
Silva (2011) utilizou combinagao de amido modificado e maltodextrina na encapsulagao

de antocianina da casca de jabuticaba.

2.4.2 Transicao Vitrea

Estudos de transi¢ao de fase em alimentos tém sua importancia destacada no con-
trole e aperfeicoamento de processos e produtos (Roos, 1995).

A transicao vitrea é um fendomeno reversivel que ocorre em materiais amorfos ou em
regioes amorfas em materiais semi-cristalinos. No estado vitreo as moléculas exibem um
arranjo, um grau de imobilidade similar aos sélidos cristalinos. Ja no estado amorfo
a mobilidade molecular aumenta radicalmente e o material apresenta propriedades
mecanicas tipicamente viscoelaticas (Schuck et al., 2012; Telis, 2011).

A transicao do estado vitreo para o amorfo e vice-versa é denominada transicao
vitrea. Essa transicao ocorre em uma faixa de temperatura caracterizada pela tempe-
ratura vitrea (Tg) (Figura 2.7). A Tg é também dependente do contetido de agua, ou
seja, uma mudanca do estado vitreo para o amorfo pode ocorrer nao apenas em funcao
do aumento da temperatura, mas também como consequéncia de um aumento no teor
de dgua e atividade de agua (Telis, 2011).

A maioria dos sélidos soluveis presentes em extratos e sucos de frutas sao sélidos
de baixo peso molecular. Estao presentes acgticares como: glucose e frutose, bem como
acidos organicos como: citrico, méalico dentre outros. Quando submetidos ao processo
de rapida remocao de agua, como o de atomizacao por spray drying por exemplo, esses
materiais resultam em matrizes amorfas que podem sofrer efeitos da transicao vitrea
como: pegajosidade, colapso e compactacao que afetam a manipulacao e estocagem
destes produtos. Uma estratégia para evitar ou minimizar esses efeitos é a adi¢ao de
polimeros com alta Tg como as maltodextrinas, proteinas, dentre outros (Jaya e Das,
2009).

Tonon (2009) avaliou a estabilidade do suco de agai em p6 produzido com diferentes
agentes carreadores, por meio da construgao de isotermas de sorcao e determinacao da
temperatura de transi¢ao vitrea. Davidov-Pardo et al. (2012) otimizaram a formulacao
de material de parede na encapsulacao de fenélicos de extrato de semente de uva e uti-
lizaram a calorimetria diferencial de varredura (DSC) para caracterizar as formulagoes

otimizadas.
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Figura 2.7: Transicao de Fases em alimentos. Adaptado de Telis 2011
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Capitulo 3

Objetivos

3.1

Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo geral estudar a microencapsulagao, por sray

drying, de compostos bioativos dos extratos aquosos do pequi, obtidos por nanofil-

tracao.

3.1.1 Objetivos Especificos

Obter extratos aquosos de pequi, concentrados por nanofiltracao, rico em polife-

nois;

Avaliar a influéncia do uso de diferentes materiais de parede: maltodextrina, xa-
rope de glicose e amidos modificados (Snow Flake®) e Hicap®)) na encapsulagao

de polifendis;

Avaliar o efeito da temperatura do ar de secagem e do didmetro do bico atomi-

zador nas caracteristicas das microesferas, obtidos por spray drying;

Caracterizar as microesferas quanto a umidade, atividade de dgua, distribuicao

de tamanho, higroscopicidade, temperatura de transicao vitrea e morfologia;

Quantificar o teor de polifendis e a atividade antioxidante nas microesferas obti-

das.

Analisar a estabilidade dos polifendis nas microesferas quando armazenadas a 45

°C por 7 semanas.
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Capitulo 4

Material e Métodos

4.1 Matéria-prima

Para realizacao dos experimentos utilizou-se pequi (Caryocar brasiliense Camb.)
congelado (fruta descascada com polpa e endocarpo integros), adquirido na Cooperativa
Grande Sertdao (Montes Claros, MG, Brasil). O fruto in natura nao foi utilizado,
pois se encontra disponivel apenas nos meses de janeiro, fevereiro e margo. As frutas
congeladas foram armazenadas em freezer, a -18 °C, até o preparo dos extratos (Figura
4.1).

Figura 4.1: Pequi congelado
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4.2 Agentes encapsulantes

Os materiais de parede utilizados foram: Maltodextrina 10 DE, Maltodextrina 20
DE, xarope de glicose MOR-REX® 1930, Snow Flake® ¢ HiCap® 100 da empresa
Ingredion Brasil Ingredientes Industriais Ltda (Mogi-Guagu, Brasil).

4.3 Etapas do trabalho

O trabalho foi divido em 6 etapas para um melhor controle e execucao das tarefas

conforme ilustrado na Figura 4.2.
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Na etapa 1, foi preparado o extrato de razao fruta agua 1:3 com reextracao, con-
forme metodologia desenvolvida por Machado (2011). Na 2 foram selecionados os
agentes carreadores puros, a serem adicionados na concentragao de 20 % (p/p). Ainda
na etapa 2 foram realizados ensaios a fim de minimizar o teor de material de parede
adicionado. Definindo-se o material de parede e sua concentracao foi avaliado entao o
efeito do bico atomizador e da temperatura do ar de entrada nas propriedades fisicas e
quimicas dos pos (etapa 3). A partir dos resultados dessa etapa julgou-se interessante
investigar melhor o efeito da temperatura nas propriedades fisicas e quimicas dos pos.
Foi ent@o preparado um novo extrato, de razao fruta:agua (1:2), sem a etapa de reex-
tragao (etapa 4). Na etapa 5 foi investigado o efeito da temperatura do ar de entrada
sobre a qualidade do p6 gerado. Por fim, na etapa 6 estudou-se a estabilidade & 45 °C
dos polifendis nas microparticulas produzidas na etapa 5. Além disso, para efeito de
comparagao, parte do extrato produzido na etapa 5 foi liofilizado nesta etapa, e essas

amostras foram encaminhadas para anélise de estabilidade.

4.4 Preparo dos extratos aquosos de pequi

Para maior aproveitamento do fruto, foram produzidos extratos a partir da polpa e
da semente de pequi. De acordo com Roesler et al. (2007); Lima et al. (2007); Machado
(2011) foi constatado que o extrato aquoso de polpa e semente possui alto contetido de
fenois totais.

Para obtencao do extrato aquoso cada fracao da fruta foi cortada em pedagos pe-
quenos, misturada em um liquidificador industrial (modelo LT-2,0 SUPER-N, marca
Skymser, Brusque, SC) com &gua destilada na propor¢ao de 1:3 (p/p) fruta:agua e
homogeneizada com auxilio de agitador mecanico com velocidade de 750 rpm, por 1
hora a temperatura de 25 °C. A seguir o material foi centrifugado a 10000 rpm por
10 min em uma centrifuga (modelo Allegra 25R Centrifuge, marca Beckman Coulter,
Sao Bernardo do Campo, SP) e em seguida filtrado a vacuo em papel filtro e o residuo
novamente extraido nas mesmas condigoes, conforme Machado (2011).

Visando um aumento no teor de solidos na etapa de extragao, foi produzido outro
extrato onde a proporcao de fruta:agua foi alterada para 1:2, e a etapa de reextracao foi
retirada. Os demais procedimentos seguiram a mesma ordem da producgao do extrato

de razao fruta:agua 1:3.
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4.5 Processo de concentracao

Os extratos aquosos, de duas razoes de fruta:agua distintos, obtidos na etapa ante-
rior foram concentrados por nanofiltragao em modulo espiral modelo HL2521TF (GE
Osmonics, Minetonka, EUA) (Figura 4.3) cujas principais caracteristicas estao descri-
tas na Tabela 4.1. As condigoes de operacao foram: temperatura de 25 °C, pressao de

7 bar e fator de concentracao de no minimo 1,5.

Tabela 4.1: Principais caracteristicas e parametros de operacao da membrana

Modelo HL2521TF
Material Poliamida e Polissulfona
Area ( m?) 1,2
Massa molar de corte - MMC (g/mol) 150 a 300
Pressdo maxima de operagao (bar) 30
Pressao tipica de operagao ( bar) 7
Temperatura maxima (°C) 50
Faixa de pH durante a operacao 3,0 29,0
Faixa de pH para limpeza 1,0 a 10,0
Fluxo tipico de operagao (L/(h.m?)) 12 a 20

Figura 4.3: Sistema de filtragdo por membrana
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4.6 Analises realizadas nos extratos concentrados

Durante o processo de concentragao foram retiradas amostras para anélise de fluxo
de permeado e avaliagao de polifendis totais e atividade antioxidante do concentrado.

Amostras de extrato concentrado foram caracterizadas com relagdo ao indice de
retencao de polifendis, teor de solidos soliveis, solidos totais, acticares totais, fenolicos
por espectrofotometria e CLAE, capacidade antioxidante por DPPH e FRAP.

4.6.1 Determinacao do fluxo de permeado

O fluxo de permeado é um importante pardmetro no processo de filtragao por
membranas, ja que fluxos muito baixos nas condi¢oes de processo escolhidas podem in-
viabilizar o método. Os extratos centrifugados foram colocados no tanque encamisado
e processados em sistema aberto (o concentrado voltava para o tanque de alimenta-
¢ao enquanto o permeado era eliminado) até o fim do processo. Amostras do produto
permeado foram coletadas em intervalos regulares, de 0,2 unidades de fatores de con-
centragao especificos (1,2 a 2,6 para o extrato de razao fruta:agua 1:3 e 1,2 a 2,0 para
o extrato de razao fruta:dgua 1:2) e o volume e tempo foram medidos para o calculo

do fluxo de permeado, de acordo com a equagao 4.1.

A
onde: J = Fluxo de permeado (L/h.m?) V,, = Volume do permeado (L) t = tempo

(h) A = area da membrana (m?)

4.6.2 Indice de retencao (R)

O indice de retengao indica a capacidade da membrana em reter um determinado

componente, sob determinadas condi¢oes de operacao. Pode ser definido pela equacao
4.2 (Cheryan, 1998).

C
R(%) =(1- Ep) x 100 (4.2)
onde: R = indice de retencao do composto em porcentagem; C, = concentragao do

permeado; C, = concentracao da alimentagao.
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4.6.3 Determinagao teor de s6lidos soliiveis

O teor de solidos soluveis (° Brix) dos extratos concentrados foi determinado antes
da etapa de atomizagao, pela leitura direta em refratometro digital (modelo DR-A1,
marca ATAGO, Atago, Saitama, Japao). A quantificagdo dos solidos solaveis nos
extratos de pequi foi realizada por meio da média + desvio padrao de pelo menos trés

replicatas.

4.6.4 Determinacao de umidade

A analise de umidade foi realizada em estufa a 70 °C a vacuo de até 220 mmHg até

peso constante conforme Instituto Adolfo Lutz (1985).

4.6.5 Determinacao de acucares totais

Os agticares totais foram determinados pelo método fenol - acido sulfirico de acordo
com Dubois et al. (1956), modificado por Hodge (1962). A amostra foi diluida para
propor¢ao de 1:250 com agua destilada. Uma aliquota da amostra diluida (0,5 mL)
foi adicionada de 0,5 mL de soluc¢ao de fenol (5% em agua) e 2,5 mL de acido sulfa-
rico. A mistura foi agitada e decorridos trinta minutos as absorbancias foram lidas
em espectrofotdmetro (modelo SQ-2800 UV /VIS, marca UNICO, United Products &
Instruments Inc., Nova Jersey, Estados Unidos) a 490 nm. Para a quantificacao dos
agucares totais foi construida uma curva padrao utilizando glicose e frutose (1:1) na
faixa de concentragao de 0,01 - 0,1 g/L. A quantidade de agtcares foi expressa em g

de agucares totais/100g de matéria prima .

4.6.6 Determinacao de Fenolicos totais

A determinagao de polifenois totais nos extratos foi feita segundo método colori-
métrico de Folin Ciocalteau (Swain e Hillis, 1959) citado por (Machado, 2011; Silva,
2011), que é baseado no principio da reagao de reducao dos écidos fosfomolibdico e
fosfotiingstico, em meio alcalino a ¢xidos de molibdénio e tungsténio pelos compostos
fenolicos, formando assim um complexo de cor azul.

Os extratos aquosos foram analisados puros. Uma aliquota de 40 pl da amostra foi
adicionada a 200 pl do reagente Folin Cicalteau. Decorridos trés minutos, foram acres-
cidos 600 pl de solugao aquosa de carbonato de sodio a 20% (p/p). Apos duas horas as

absorbancias das solugoes foram lidas em espectrofotometro a 765 nm. Como branco,
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para calibrar o espectrofotémetro, foi utilizada uma aliquota de 40 pl do solvente do
extrato acrescida de solucao de Folin Cicalteau e de carbonato de s6édio nas mesmas
concentracoes e condicoes citadas anteriormente. Para a quantificacao dos compostos
fenolicos totais foi construida uma curva padrao utilizando acido galico na faixa de
concentragao de 0 - 750 pg/ml. A quantidade de compostos fenolicos foi expressa em
ug de acido galico/ml de extrato. A quantificacao dos compostos fenélicos nos extratos

de pequi foi realizada por meio da média + desvio padrao de pelo menos trés replicatas.

4.6.7 Determinacao de Fenolicos via Cromatografia Liquida de

alta eficiéncia

A anélise foi realizada no cromatografo Dionex (UltiMate 3000 Standard LC, Ca-
lifornia, EUA), controlado pelo Software Chromeleon 6.8, equipado com injetor auto-
maético e detector de arranjo de diodos (Dionex), sendo feita a detec¢ao em 271 e 367
nm. Para a separacao dos compostos fenolicos presentes nos extratos foi utilizada uma
coluna de fase reversa Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 4,6 mm e 2,7 um) a 29 °C.
O fluxo da fase movel foi de 0.9 ml/min e o volume de inje¢ao de 10 L. A fase movel
foi constituida por dgua:acido formico (99.5:0.5 v/v, solvente A) e acetonitrila:acido
formico (99.5:0.5, v/v, solvente B) com gradiente linear iniciando em 99:1 para 50:50
em 50 minutos, seguindo até 1:99 em 5 minutos mantendo-se essa concentragao por 5
minutos. Adaptado de Chisté et al. (2012).

A identificagdo dos compostos fenolicos foi feita por comparacao dos tempos de

retencao e pelos espectros de absorcao, utilizando-se padroes de acido galico.

4.6.8 Avaliacao da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada utilizando-se duas metodologias distintas,

DPPH e FRAP, para melhor quantificagao e comparacao.

4.6.8.1 Avaliacao da atividade sequestrante de radical DPPH

A atividade sequestrante de radicais livres dos extratos foi determinada utilizando-
se 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH) de acordo com a metodologia de Rufino (2007).

O método baseia-se na redu¢ao do DPPH (que tem coloracao purpura) pela acao
de antioxidantes presentes na amostra, formando difenilpicril-hidrazina, de coloracao

amarela. Com o passar do tempo ha desaparecimento da coloragao original do DPPH
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e redugao de sua absorcao, podendo a mesma ser monitorada pela leitura em espec-
trofotometro a 515 nm. A partir das leituras de absorcao obtidas determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou seqiiestradora de radicais livres e/ou a por-
centagem de DPPH remanescente no meio reacional. As amostras dos extratos foram
diluidas em agua destilada na proporcao de 1:1 extrato:solvente. Uma aliquota de 0,1
ml da amostra diluida foi adicionada a 3,9 ml de solu¢ao DPPH. Apds 60 minutos sob
abrigo da luz foi feita a leitura das absorbancias das amostras em espectrofotémetro
a 515 nm. Como controle foi utilizada uma aliquota de 0,1 ml de dgua acrescida de
solucao DPPH . O etanol foi utilizado como branco, para calibrar o espectrofotémetro.
A determinagao da atividade antioxidante foi realizada por meio da média + desvio
padrao de pelo menos trés replicatas.

A capacidade de seqiiestrar radicais livres foi expressa em equivalente de Trolox e

como percentual de inibicao de oxidacao do radical e calculado conforme a equacgao 4.3.

A(0) — A(t)
A(0)

onde: PI(%) = Porcentagem de inibi¢ao; A(0) = Absorbancia do controle (solugao

PI(%) =1— x 100 (4.3)

de DPPH sem antioxidante); A(t) = Absorbéancia da amostra em solugao.

4.6.8.2 Método de Redugao do Ferro - FRAP

Foi utilizada a metodologia descrita por Rufino (2006) por mostra-se eficiente e
reprodutivel para quantificacdo da atividade antioxidante em frutas. E baseado na
habilidade de redugao 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.

Para preparo do reagente FRAP misturou-se 25 ml de tampao acetato 0,3 M (pH
3,6), 2,5 ml de uma solugao de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) 10 mM (prepa-
rada com HCl 40 mM) e 2,5 ml de uma solugdo aquosa de cloreto férrico 20 mM. As
amostras dos extratos aquosos foram diluidos em agua destilada, na proporgao 1:10
extrato: solvente. Uma aliquota de 90 uL. de cada amostra foi transferida para tubos
de ensaio, juntamente 270 ul. de dgua destilada e 2,7 mL do reagente FRAP recém
preparado. Esta mistura foi homogeneizada e mantida em banho-maria a 37 °C. Apos
30 minutos, foi realizada a leitura a 595 nm em espectrofotéometro. O reagente FRAP
foi utilizado como branco para calibrar o espectrofotémetro. Para a quantificagao da

atividade antioxidante foi construida uma curva padrao, utilizando solucoes aquosas
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de Fe (II) na faixa de concentragao de 0 - 500uM Trolox. A determinacao da ativi-
dade antioxidante foi realizada por meio da média + desvio padrao de pelo menos trés

replicatas, e foi expressa em M Trolox/ml de extrato.

4.7 Microencapsulagao por spray drying

A secagem por atomizacgao foi realizada em um secador laboratorial com sistema de
atomizagao em bicos - mini spray dryer - marca Labplant, modelo SD06 (Hunmanby,
Reino Unido) como ilustrado na figura 4.4. A camara de secagem possui 215 mm x
500 mm e o atomizador utilizado foi do tipo duplo fluido com orificio de 1,0 e 2,0 mm
de diametro. A alimentacao do secador foi realizada através da bomba peristaltica,
com vazao de 15 mL/min. A temperatura de saida do ar foi monitorada, para observar
sua variacao em funcao das condigoes estabelecidas na alimentacao do secador e das
caracteristicas do produto final. A vazdo do ar de secagem foi fixada em 300 m?3/h;
pressdo do ar comprimido fixa em 3 bar e a vazao do ar comprimido de 1,85 m3/h. A

temperatura do ar de secagem do foi avaliada em 140 e 180 °C.

Figura 4.4: Spray dryer utilizado nos ensaios de secagem
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4.8 Ensaios preliminares

Na etapa de ensaios preliminares foi feita a selecao do material de parede, além da
determinacao da concentragao de solidos a ser adicionada nos extrato aquosos. Para

essa etapa foi utilizado o extrato de razao de sélidos 1:3.

4.8.1 Selecao do material de parede e da concentracao adicio-

nada

Para a sele¢ao do material de parede (etapa 2) foram testados os seguintes materias
de paredes puros: Maltodextrina 10 DE, Maltodextrina 20 DE, Xarope de Glicose,
Snow Flake e Hicap, além do blend de Snow Flake:MD10 (1:3) que foram adicionados
ao extrato concentrado na proporgao de 20% (p/p). Utilizou-se temperatura de ar de
entrada de 180 °C e bico atomizador de 1,0 mm. Foi realizada a anélise de retencao de
polifenoéis totais a fim de definir qual material utilizar. Feita a selecao do material de
parede, foram realizados testes para minimizar o teor de material de parede adicionado.
Foi avaliada a adicao de 0, 5, 10, 15 e 20% de material de parede onde foi realizado
inspecao visual e retengao de polifendis totais para definir a concentracao de agente

carreador a ser utilizada.

4.9 Avaliacao da temperatura do ar de entrada e didAmetro

do bico

Apos a definicao do material de parede e da concentracao a ser adicionada, avaliou-
se o efeito da temperatura do ar de entrada (140 °C e 180 °C) e didmetro do bico
atomizador (1,0 mm e 2,0 mm) na qualidade dos pos gerados. Para essa etapa foi
utilizado o extrato de razao de fruta:agua 1:3 preparado conforme metodologia descrita
no item 4.4. Apoés preparo do extrato concentrado, mediu-se o teor de sélidos soliveis
do extrato, e adicionaram-se 15 % (p/p) de material de parede, sendo mantidos sob
agitagdo magnética, até a completa dissolu¢ao. Os pods obtidos foram caracterizados
em relagao a: teor de umidade, atividade de agua, retencao de compostos bioativos,
distribuicao de tamanho de particula, morfologia, higroscopicidade, temperatura de

transicao vitrea e capacidade antioxidante via DPPH e FRAP.
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4.9.1 Umidade e atividade agua

A umidade das amostras foi determinada por gravimetria, em estufa com circulagao
de ar a 105 °C por 24 horas A.0.A.C. (1997). A atividade de agua foi avaliada em um
higrometro digital Aqualab modelo series 3TE (Decagon, Pullman, EUA) a 25 °C.

4.9.2 Distribuicao do tamanho de particulas

A anélise é baseada no espalhamento estatico da luz. Foi realizada no equipa-
mento Laser Mastersizer (modelo Mastersizer 2000 - Malvern Instruments Ltd., Mal-
vern, U.K). O didmetro médio foi determinado considerando-se o didmetro médio de
uma esfera de mesmo volume (Didmetro de De Brouckere Dy3). Para essa anélise,
uma pequena quantidade do produto em p6 foi dispersa em etanol 99,5% e submetida

a quatro leituras e o calculo feito com base na equacao 4.4.

S n Xl
Dys = m (4.4)

Onde: d; = o diametro das particulas; n = nimero de particulas.

4.9.3 Retencao de Compostos Bioativos

A retencao de polifenoéis totais apos a etapa de spray drying foi determinado, em

relagdo a base seca, de acordo com a equagao 4.5, conforme Fang e Bhandari (2011).

Y,
TR(%) = 57"~ x 100 (4.5)
alim

onde: IR (%) = Indice de retencio de polifenéis (%); Y, = teor de polifendis no p6
(mg/100g); Yaim = teor de polifendis na alimentagao (mg/100g).

4.9.4 Temperatura de Transicao Vitrea

Para a determinagao da temperatura de transicao vitrea, as amostras foram colo-
cadas em capsulas de aluminio e acondicionadas em dessecadores contendo solugoes
saturadas de acetato de potassio (umidade relativa de 22,6%) e carbonato de potas-
sio (umidade relativa de 43,2%), a 25 °C. Apos atingirem o equilibrio, as capsulas
foram hermeticamente fechadas, pesadas e entao submetidas a analises de calorimetria
diferencial de varredura (DSC).
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Os pos foram analisados em um calorimetro TA-MDSC-2920 (TA Instruments, New
Castle, EUA) com resfriamento controlado por um resfriador mecanico RCS (Refrige-
rated Cooling Acessory), operando com gas nitrogénio e utilizando hélio como gas de
purga, com vazao constante de 25 ml/min.

A calibracio do equipamento foi feita com Indio (T'fuso = 156,6 °C) e uma verificagao
com azobenzol (Tf,s, = 68,0 °C) foi realizada. Nestes ensaios, 1 a 5 mg de amostra
foram resfriadas a —70 °C, mantidas isotermicamente por 3 minutos e em seguida
aquecidas até 100 °C, a uma taxa de aquecimento de 10°C/min. Este aquecimento foi
realizado duas vezes para cada amostra. As anélises foram realizadas em triplicata e
a temperatura de transigao vitrea foi determinada com o auxilio do software Universal
Analysis 2.6 (TA Instruments, New Castle, USA).

4.9.5 Morfologia

As analises de microscopia eletronica de varredura foram realizadas de acordo com
os procedimentos descritos por Rosemberg e Young (1993). As amostras foram fixadas
em porta-espécimes metalicos (stubs) de 12 mm de didmetro e 10 mm de altura, através
do uso de fita adesiva de dupla face convencional e recobertas utilizando-se processo de
evaporagao de ouro a vacuo em um aparelho metalizador Sputter Coater POLARON
SC7620, VG Microtech (Uckfield, Inglaterra) a uma taxa de recobrimento de 0,17
A/ mA.volt.s, por 180 segundos, com corrente de 3 mA, 1 Volt, portanto espessura de
92 A. As amostras metalizadas foram mantidas em um suporte fechado, dentro de um
dessecador, até o momento da observagao no microscopio eletrénico de varredura LEO
440i - 6070 (LEICA Electron Microscopy Ltd., Cambridge, Inglaterra), operando com
15 kV e corrente de feixe igual a 100 pA. A aquisicao das imagens foi realizada pelo
LEO software, versao 3.01.

4.9.6 Higroscopicidade

A higroscopicidade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Cai
e Corke (2000), com algumas modificagdes. Pesou-se 1 g de amostra, em triplicata, que
foi acondicionado em recipiente hermético contendo solugao saturada de NaCl (umidade
relativa de 75,3%). Apos uma semana, as amostras foram pesadas e a higroscopicidade

expressa em g de umidade adsorvida por 100 g de massa seca da amostra.
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4.10 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada utilizando-se duas metodologias distintas,
DPPH e FRAP, para melhor quantificagao e comparacao de forma semelhante a reali-

zada no caso dos extratos.

4.10.1 DPPH

As amostras dos pos encapsulados foram dissolvidas em dgua na proporcao de 1:10,
amostra:solvente. Uma aliquota de 0,1 ml da amostra dissolvida foi adicionada a 3,9
ml de solucao DPPH. Apdés 55 minutos de reacao, sob abrigo de luz, foi realizada uma
centrifugacao a 3000 rpm por 2 minutos, para deposi¢ao do material suspenso e depois
foi feita a leitura das absorbancias das amostras em espectrofotometro a 515 nm em
60 minutos. Apos essa etapa seguiu-se o mesmo procedimento da analise dos extratos,

conforme item 4.6.8.1

4.10.2 FRAP

As amostras dos pos encapsulados foram quebradas em dgua na proporgao de 1:20,
amostra:solvente. Apods essa etapa seguiu-se o mesmo procedimento da anélise dos

extratos, de acordo com o item 4.6.8.2

4.11 Ensaios adicionais

Apos o resultado obtido na etapa 3, decidiu-se avaliar melhor o efeito da tempera-
tura nas propriedades dos pos gerados. Para isso, foi produzido outro extrato de razao
fruta:dgua (1:2) sem a etapa de reextragdo, conforme metodologia descrita no item
4.5. Apobs o preparo do extrato concentrado, mediu-se o seu teor de solidos solaveis.
Adicionou-se material de parede até atingir o mesmo °Brix das amostras descritas no
item 4.9. Os pods obtidos foram caracterizados em relagao a: teor de umidade, ativi-
dade de agua, retengao de compostos bioativos, distribuicao de tamanho de particula,
morfologia, higroscopicidade, temperatura de transicao vitrea, capacidade antioxidante
via DPPH e FRAP |, conforme descrito anteriormente. Além disso, foi avaliada a esta-

bilidade acelerada dos polifendis a 45 °C durante 49 dias.
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4.12 Teste de estabilidade acelerado

Para avaliacao da estabilidade foram selecionadas as amostras atomizadas a partir
do extrato de razao fruta:dgua 1:2. Além disso, com o objetivo de se avaliar o efeito
dos agentes carreadores na estabilidade do extrato de pequi em p6, parte do extrato de
razao fruta:agua 1:2 foi liofilizado, sem a adicao destes agentes. O processo foi realizado
em um liofilizador Terroni L.S3000 (Sao Carlos, Brasil), disponivel no Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos (Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP).

As amostras foram armazenadas a 45 °C em BOD, em capsulas que permitiam o
contanto com o ambiente, durante 49 dias, sendo retiradas amostras a cada 7 dias para
determinacao do teor de polifenois totais por espectrofotometria e quantificacao do teor
de acido gélico por cromatografia liquida.

A constante de velocidade de reagao (K) e o tempo de meia-vida (t1/2) foram deter-
minados conforme o modelo da cinética de primeira ordem, de acordo com as Equacoes
4.6 e 4.7

C
—In— =K xt 4.6
nCO X (4.6)
n2
tay = == (4.7)

onde: C = concentragdo de polifenois no tempo t (mg/g m.s. extrato); C, =

concentragao inicial de polifenéis (mg/g m.s. extrato); t = tempo de reacao (dias).

4.12.1 Polifenéis Totais nos pés

Para o calculo do teor de fendlicos totais das amostras em p6, microparticulas foram
dissolvidas em agua na proporcao de 1:10, amostra:dgua. Apos essa etapa seguiu-se o
mesmo procedimento da analise dos extratos conforme item 4.6.6. A determinacao dos
polifendis foi realizada por meio da média + desvio padrao da duplicata, e foi expressa

em mg/L de extrato.

4.12.2 Polifendis por cromatografia liquida nos poés

Para o célculo do teor de fenoélicos das amostras em po6, microparticulas foram
dissolvidas em agua na proporcao de 1:10, amostra:dgua. Apods essa etapa as amostras

foram filtradas em filtro de seringa de nylon, didmetro 13 mm, poro 0,45 um e partir
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dai foram injetadas no cromatografo seguindo o mesmo procedimento do item 4.6.7.
A determinacao dos polifenois foi realizada por meio da média + desvio padrao da

duplicata, e foi expressa em mg/L de extrato.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram analisados por Anélise de Varidncia utilizando-se o Software
Statistica 8,0 (Statsoft, Tulsa, EUA). O Teste de Tukey foi utilizado para a analise de

diferenca de médias, com p < 0,05.
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Capitulo 5

Resultados e discussao

5.1 Caracterizacao do extratos concentrados

A Tabela 5.1 apresenta a caracterizacao do extrato aquoso de pequi preparado na
razao 1:3 (fruta:dgua) e do produzido de acordo com a metodologia desenvolvida por
Machado (2011). Os dados apresentados correspondem a uma média de, no minimo,

trés determinacoes, com seu desvio padrao.

Tabela 5.1: Caracterizagao do extrato aquoso de pequi razao 1:3 (fruta/agua). Valores
meédios e seus respectivos desvios padroes.

Constituintes ~ Extrato razao 1:3 (b.u)! Extrato razao 1:3 (b.s) *
Umidade (%) 07,53 + 0,044 -
Cinzas (%) 0,025 + 0,0057 1,03 £ 0,23
Proteinas (%) 0,52 £+ 0,077 21,41 £ 3,07
Lipidios (%) 0,29 + 0,031 11,99 + 1,38
Carboidratos (%) 1,61 65,55
°Brix 2.5 + 0,1 ;

IBase timida. 2Base seca.

As caracteristicas do extrato de pequi (razao 1:3 fruta:agua) estdo de acordo com
Machado (2011), fato que sugere a grande robustez do processo. O extrato apresenta
alto teor de umidade, mas quando os dados sao analisados em base seca percebe-
se consideraveis niveis de carboidratos e proteinas que podem influenciar as etapas
subseqiientes do processo.

Para tentar minimizar o teor de umidade dos extratos, e aumentar o teor de sélidos

totais, foi preparado um novo extrato com razao 1:2, sem a etapa de reextracao.
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A caracterizagdo desse novo extrato encontra-se na tabela 5.2. Os dados apresen-
tados correspondem a uma média de no minimo trés determinacoes, com seu desvio

padrao.

Tabela 5.2: Caracterizagao do extrato aquoso de pequi razao 1:2 (fruta:agua). Valores
médios e seus respectivos desvios padroes.

Constituintes Extrato razao 1:2 b.u! Extrato razao 1:2 b.s ?
Umidade (%) 95,31 £+ 0,031 -
Cinzas (%) 0,057 £ 0,011 1,23 + 0,22
Proteinas (%) 0,302 £+ 0,019 6,45 £+ 0,32
Lipidios (%) 0,230 £ 0,127 491 4+ 0,13
Carboidratos (%) 4,096 87,39
°Brix 4,5 + 0,1 -

1Base imida. 2Base seca.

Comparando-se os valores de umidade dos extratos, percebe-se que houve um au-
mento de cerca de 80% no teor de solidos. Isso se deve ao aumento da razao fruta:agua,
de 1:3 para 1:2 e a retirada da etapa de reextracao. Por outro lado, pode-se perceber
um decréscimo no teor de proteinas e lipideos no extrato de maior teor de solidos, fato
que sugere a perda durante alguma etapa do processo de obtencao do extrato, pela
variabilidade da matéria prima ou ainda uma menor extracao de prteinas e lipideos
na auséncia da eatapa de reextracao. No processo de producao do extrato, uma vez
que nao foi detectada a presenca de proteinas e lipideos no permeado da nanofiltracao,
acredita-se que essa perda deve ter ocorrido durante a etapa de centrifugacao.

Apesar do alto teor de umidade do extrato, este apresenta um alto teor de carboi-
dratos. Para melhor caracterizar os carboidratos foi feito a anélise de agtcares por

metodologia Fenol-Sulfarico, cujos resultados esao apresentados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Teor de agticares.

Constituinte b.ut b.s 2
Aguicares extrato 1:3 (%) 1,747 + 0,216 69,95 + 1,63
Agucares extrato 1:2 (%) 3,606 £ 0,617 76,33 £+ 1,03

1Base imida. 2Base seca.

A partir desses dados, pode-se comparar o teor de carboidratos obtidos por diferenca
e o teor de acucares obtido por espectrofotometro. H& um diferenca de cerca de 8%
entre os valores, no caso do extrato de razao 1:3 fruta:agua e de cerca de 12% no caso

do extrato de razao 1:2 fruta:agua. A partir desses resultados, reafirma-se a presenca

41



do alto teor de agiicares no extrato, fator que sugere a necessidade da utilizagao de
agentes carreadores na etapa de secagem por spray drying.

Com relagao a extragao dos compostos bioativos de pequi, pode-se citar Roesler
et al. (2007) que reportaram que os extratos alcoolico e aquoso de polpa e semente
(processados por 20 minutos a 25 °C) possuem alto contetido de compostos fenélicos;
Lima (2008) que demonstrou alta atividade antioxidante em extratos aquosos e alcod-
licos de polpa e semente de pequi (processados por 1h a 25 °C); e Porto (2008) que
relatou que o extrato alcodlico da polpa (processado por 24h a 25 °C) apresentou alto

teor de polifenois.

5.2 Estudo da extracao aquosa

A Figura 5.1 ilustra as amostras de extrato de pequi concentrado, em ordem cres-
cente com relagao ao fator de concentragao. Pela anélise da Figura 5.1, pode-se perceber
um aumento na intensidade da cor amarela ao longo do processo de concentracao do

extrato, que esta diretamente ligado ao aumento no teor de sélidos totais do extrato.

Figura 5.1: Extratos em ordem crescente de fator de concentragao volumétrico.

Observou-se pela Figura 5.2, que houve um aumento linear no teor de sélidos so-
laveis em relagao ao fator de concentracao, em ambos os casos. Ja com relacao ao
fluxo, houve um perfil de queda logaritmico no caso do extrato preparado com razao
1:3 de fruta:agua e um decaimento mais acentuado no caso do extrato preparado com

razao 1:2 de fruta:agua. Este fato pode ser atribuido aos fenémenos de polarizagao por
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concentracao e fouling, que foi mais acentuado no extrato com maior teor de sélidos
(razao 1:2 de fruta:agua). Comportamento analogo foi observado por Cissé et al. (2011)
utilizando uma membrana de nanofiltracao plana de 2,5 m? a 35 °C, durante o estudo

de processos de nano e ultrafiltragao para concentragao de antocianinas do extrato de
Hibiscus sabdariffa L..
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Figura 5.2: :Curva de Fluxo de permeado e °Brix em relacao ao fator de concentragao

O fluxo médio de permeado obtido no presente trabalho foi de 16,62 L/h m? uti-
lizando 25 °C e 700 kPa na concentracao do extrato com menor teor de solidos e de
8,04 L/h m? quando se utilizou as mesmas condigdes para concentragio do extrato de
maior teor de solidos.

Prudéncio et al. (2012) trabalharam com nanofiltracao a 22 + 1 °C e 600 kPa,
utilizando uma membrana de mesma massa molecular de corte do presente trabalho
e area de filtracao de 0,9 m%2. A queda do fluxo apresentou comportamento analogo
e ,além disso, o fluxo médio de 22,8 L/h m?. Ja Mello et al. (2010*) obtiveram fluxo
médio de 25 L/h m?, utilizando 20 °C e 500 kPa na concentragio de extrato aquoso de
propolis.

A Figura 5.3 ilustra a tendéncia de crescimento no teor de polifen6is durante o pro-
cesso de concentracao. Pode-se observar um aumento quase linear no teor de polifendis
em relagao ao fator de concentragao em ambos os casos.

O aumento no contetido de polifendis do extrato preparado com a relacao 1:3
fruta:agua, foi de cerca de 100%, bem maior que o aumento obtido por Machado et al.
(2012), de cerca de 47%. Essa diferenga deve ser atribuida ao fator de concentragao
volumeétrico: 1,5 em Machado et al. (2012) e 2,6 neste trabalho.
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Figura 5.3: Curva do teor de polifendis em relacao ao fator de concentragao

Outro fator que contribuiu para o aumento do teor de polifendis foi o indice de
retengao desse composto ao longo do processo de concentracao. Esse indice foi de
cerca de 93% quando se trabalhou com o extrato de razao fruta:agua 1:3 e de cerca
de 95% quando se trabalhou com o extrato de razao 1:2. Os altos indices de retencao
demonstram a boa seletividade da membrana para os compostos fenélicos. Esses valores
sao proximos ao obtido por Machado et al. (2012), que foi de cerca de 97%.

A Figura 5.4 ilustra os produtos obtidos no processo de nanofiltragao do extrato de
pequi. Pode-se notar que o processo gerou um permeado limpido, transparente e sem
coloragao, semelhante ao que Mello (2013) obteve quando trabalhou com concentragao
por nanofiltracao de propolis utilizando a mesma membrana.

Com relacao a atividade antioxidante, observa-se pelas Figuras 5.5 e 5.6 que houve
aumento quase linear desta propriedade, nas 2 metodologias analisadas, em relagao ao
fator de concentragao de ambos os extratos.

Percebe-se que tanto pelo método FRAP quanto pelo DPPH, a expressao da capa-
cidade antioxidante dos extratos preparados com razao fruta:agua 1:2 foi maior. Isso
ja era esperado, visto que o teor de solidos e consequentemente a concentracao de
polifenoéis foi maior nesse extrato.

Além disso, pode-se notar a diferenca em relacdo & ordem de grandeza dos valores
apresentados nas Figuras 5.5 e 5.6, fato que pode ser associado aos diferentes mecanis-
mos de reacao envolvidos. Enquanto no DPPH é medida a capacidade dos extratos em
seqiiestrar o radical DPPH e reduzir o Fe™3, no método FRAP é detectada a presenca de

compostos com potencial redox menores que 0,7 V (o potencial redox Fe™-TPTZ). As-
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Figura 5.4: Permeado(P)/Extrato (A) /Concentrado (C)

sim O FRAP avalia um mecanismo de transferéncia simples de elétrons, porém possui
reduzida capacidade de detectar compostos que agem por transferéncia de hidrogénio.
Ja o método DPPH detecta os compostos que podem atuar tanto por reducao direta,
via transferéncia de elétrons, quanto por captura de radicais via transferéncia de ato-
mos de hidrogénio (Prior et al., 2005). A utilizagdo de mais de um método para medir
a capacidade antioxidante em sistemas complexos e confirmar o potencial antioxidante
dos extratos é recomendada.

Na literatura sao encontrados diversos tipos de métodos que reportam a capacidade
antioxidante dos mais variados extratos vegetais. A maneira de expressar a capaci-
dade antioxidante, mesmo dentro de uma tnica metodologia, pode ser feita de mais
de uma forma. O FRAP, por exemplo, pode ser dado em: concentragao de sulfato
ferroso/quantidade de extrato, ou concentragdo em Trolox/quantidade de extrato. O
DPPH da mesma maneira pode ser expresso em: ECsy ( tempo necessério para reduzir
em 50% a concentragao inicial do radical DPPH), ou % de inibi¢ao. Assim, a compara-
¢ao dos resultados obtidos no presente trabalho, com dados da literatura foi bastante
dificil.

Porto (2008) trabalhou com extratos aquoso e alcoolico de pequi e obteve, pelo
método DPPH, 20% de inibigao utilizando concentragao de 10 mg de extrato alcoo-
lico seco/ ml de etanol e 15% de inibi¢ao utilizando 10 mg de extrato aquoso seco/
ml de dgua. Ja Lima (2008) pelo mesmo método, encontrou 5% de inibi¢ao para o

extrato alcodlico (metanol) e 55% de inibi¢ao para o extrato aquoso, nas mesmas con-
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centragoes de Porto (2008). Estes autores ndo analisaram a atividade antioxidante dos

extratos pelo método FRAP. Ja no presente trabalho, utilizando o extrato de razao 1:3

fruta:agua obtiveram-se valores de 10 a 30% de inibigdo. Quando se trabalhou com o

extrato de razao 1:2 fruta:agua valores de 33 a 58% foram encontrados.

Com relagao ao FRAP, Sekhon-Loodu et al. (2013) avaliaram a atividade antio-

xidante em extratos de casca de maca congelados e secos em estufa. Para a amostra

seca encontraram 802,0 mg Trolox/L extrato, valor proximo aos extratos preparados no

presente trabalho. Ja para a amostra congelada, esse valor foi bem maior, 3976,4 mg

Trolox/L extrato. Essa diferenga se deve provavelmente a degradagao provocada pelo

calor na secagem por estufa. Isso é evidenciado pelo teor de polifenéis das amostras,
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cerca de 830 mg equivalente de acido clorogénico/L extrato para o extrato de casca de

magca seco e de 3370,1 mg equivalente de acido clorogénico/L extrato para o congelado.

5.3 Microencapsulagao via spray drying

A produgao das microparticulas foi realizada, em duplicata, seguindo a metodologia

do item 4.7. O tempo de duragao das secagens foi em média de 25 minutos.

5.4 Ensaios preliminares

Na etapa de ensaios preliminares, foi investigada a selecao do material de parede,
além da determinacgao da concentragao de solidos a ser adicionada nos extrato aquosos.
Para essa etapa foi utilizado o extrato de razao de solidos 1:3, temperatura de ar de
secagem de 180 °C e atomizador de 1,0 mm.

Na etapa I, foram produzidos os extratos concentrados de razao fruta:agua (1:3)
com a etapa de reextragao. Na etapa II foram selecionados os agentes carreadores, a
serem adicionados na concentracao de 20 % (p/p) (Silva, 2011; Tonon et al., 2008).
Nessa etapa foi realizada anéalise de retencao de polifendis totais dos poés obtidos. Inici-
almente foram utilizados os materiais de parede puros, sendo que os amidos modificados
(Snow Flake e Hicap) apresentaram as maiores retengoes de polifenois. Com isso foi
avaliada a retengao de polifenol da mistura de Snow Flake:Maltodextrina 10DE (1:3).
Os resultados encontram-se na Tabela 5.4. Para a evolugao do trabalho, decidiu-se
trabalhar com a mistura, visto que a maltodextrina 10 DE apresenta importante papel
contra oxidagao (Reineccius, 1989) e ainda exibe custo bastante inferior ao dos amidos
modificados.

Ainda na etapa II foram realizados ensaios a fim de se reduzir o teor de sélidos
de material de parede adicionados. Testaram-se concentragoes de sélidos adicionados
desde 0 até 20% (p/p) com intervalos regulares de 5% (p/p). Constatou-se que os
pos nao grudavam no ciclone a partir de 15% (p/p) de solidos adicionados de acordo
com analises visuais, ilustradas pela Figura 5.7. A Tabela 5.5 resume as condi¢oes dos
ensaios preliminares bem como as observacoes realizadas.

De acordo com a condi¢ao obtida nos ensaios preliminares, etapa II (adigdo de 15%
(p/p) da mistura Snow Flake® /Md10 (1/3)), avaliou-se o efeito da temperatura de

entrada e didmetro do bico atomizador na qualidade dos pos (etapa III).
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Tabela 5.4: Retencao de polifenois nas microesferas produzidas com adicao de 20%
(p/p) de materiais de paredes.

Agente carreador Retencao (%)

MD10 2 51,84 + 3,43 B

MD20 3 51,81 + 4,24 B
Glu 1930 4 51,69 + 3,17 B

HiCap® 54,22 + 3,08 4 B

MD10:Snow Flake® 59,41 + 1,55 4
Snow Flake®) 62,10 + 1,45 4
ILetras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa entre as amostras produzidas com
diferentes agentes carreadores (p < 0.05).
2MD 10 = Maltodetrina de dextrose equivalente igual a 10. 3MD 20 = Maltodetrina de dextrose
equivalente igual a 20. 4GIu 1930 = Xarope de glicose

Tabela 5.5: Ensaios preliminares na etapa II

Agente carreador % (p/p) adicionado TE ! (°C) TS 2 (°C) Obs 3
Md10 4 20 180 107 baixo rendimento
Md20 ° 20 180 104  baixo rendimento
Glu 1930 ¢ 20 180 100 baixo rendimento
Snow Flake®) 20 180 102 bom rendimento
HiCap® 20 180 99 bom rendimento
Snow Flake® /Md10 (1/3) 20 180 98 bom rendimento
Snow Flake® /Md10 (1/3) 15 180 98 bom rendimento
Snow Flake® /Md10 (1/3) 10 180 94 baixo rendimento
Snow Flake® /Md10 (1/3) 5 180 94 baixo rendimento
Extrato puro 0 180 - rendimento nulo

1Telrnperauturab de entrada 2Tempelrauturau de saida 3Observa(;6es 4Maltodextrina 10 DE
®Maltodextrina 20 DE 6Xarope de Glicose

(a) rendimento nulo (b) rendimento baixo (c) rendimento bom

Figura 5.7: Anélise visual do ensaios preliminares
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Em virtude dos resultados obtidos na etapa III, decidiu-se investigar melhor o efeito
da temperatura nas propriedades fisico quimicas das microesferas produzidas a partir
de um novo extrato de razao fruta:agua 1:2 sem a etapa de reextracao(etapas IV e V).

As microparticulas produzidas nas etapas III e V, por spray drying, foram carac-
terizadas de acordo com o contetdo de umidade, atividade de agua, higroscopicidade,
distribuicao de tamanho e didmetro médio de particulas, morfologia, temperatura de
transicao vitrea, teor de polifenois e atividade antioxidante.

Por fim avaliou-se a estabilidade a 45 °C, por 49 dias, dos polifendis presentes nas

microesferas obtidas na etapa V.

5.5 Contetido de umidade e atividade de agua

Pela analise do teor de umidade pode-se determinar o teor de sélidos totais que ¢é
utilizado para estimar o custo e o valor comercial do produto em p6. A agua tem
um importante papel nas caracteristicas fisico quimicas dos alimentos. O teor de
umidade pode ser relacionado a disponibilidade (avaliada pela atividade de agua) e
mobilidade da agua (avaliada pela transigdo vitrea) e consequentemente a estabilidade
e propriedades fisicas do p6. Assim a determinacao da umidade é uma das primeiras
avaliagoes que se deve realizar quando se trabalha com produtos em p6 (Schuck et al.,
2012). A Figura 5.8 descreve o comportamento da taxa de crescimento/degradagao
de alguns parametros em func¢ao da atividade de dgua. Pela Figura 5.8 nota-se que
abaixo de 0,7 quase todos os microorganismos tém seu crescimento inibido; mas por
outro lado, em valores baixos de atividade de dgua (abaixo de 0,2), a oxidagao lipidica
ocorre mais facilmente (Roos, 2002; Schuck et al., 2012).

As Tabelas 5.6 e 5.7 apresentam os valores de umidade e atividade de dgua das
particulas produzidas neste trabalho. Para o extrato de razao fruta:dgua 1:3 (Tabela
5.6) verificou-se que as particulas que apresentaram menor atividade de agua foram
as produzidas com maior temperatura e maior diAmetro de bico. A utilizacao de tem-
peraturas mais altas resulta em um maior gradiente de temperaturas entre o produto
atomizado e o ar de secagem, acarretando em uma maior transferéncia de calor, e
consequentemente, uma maior evaporacao de agua do produto, ocasionando umidades
mais baixas. Rattes e Oliveira (2007) trabalharam com encapsulagao de diclofenaco de
sodio e encontraram o mesmo efeito da temperatura sobre a umidade.

Para o extrato de razao fruta:dgua 1:2 (Tabela 5.7) verificou-se o mesmo efeito da

temperatura sobre a umidade e atividade de dgua das particulas.

49



Taxa —
Reacdes ndao
enzimaticas

enzimatica

Atividade
enzimatica

actérias

Figura 5.8: Influéncia da atividade de dgua em alimentos. Adaptado de Roos (2002)

Tabela 5.6: Contetido de umidade e atividade de agua das particulas produzidas pelo
extrato de razao 1:3 fruta:agua

Umidade ay |
. Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Bico (mm) 140 180 140 180

1,0 4,39 £ 0,042 4 ¢ 201 40,046 P @ 0,317 40,0061 4 ¢ 0,251 + 0,004 & @
2,0 2,90 4+ 0,086 4 1,61 40,056 © ®* 0,281 £ 0,0035 4> 0,239 4 0,006 & °

! Atividade de agua
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas (letras
maisctlas). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os bicos
utilizados (letras minidsculas). p < 0,05

Tabela 5.7: Contetdo de umidade e atividade de agua das particulas produzidas pelo
extrato de razao 1:2 fruta:agua

Umidade ay ©
: Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Bico (mm) 140 180 140 180

1,0 4,01 £0,0334 1,84 £0,081 7 0,333 £0,0079 4 0,255 4 0,0045 ©

L Atividade de agua
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas utilizadas
(letras maidsculas). p < 0,05

Hogan et al. (2001) observaram que amostras de 6leo de soja encapsulado por spray
drying a 180 °C, com caseinato de sdédio combinado com maltodextrina e xarope de
milho, com diferentes DE, apresentaram valores de umidade entre 1 e 3% e que esses

valores nao foram afetados pelos diversos materiais de parede.
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5.6 Retencao de Polifenois

A retencao de polifendis foi calculada conforme item 4.9.3. De acordo com os
valores apresentados nas Tabelas 5.8 e 5.9, os valores de retengao de polifendis para as

microesferas avaliadas, foram de cerca de 68 a 73%.

Tabela 5.8: Retencao de polifendis nas microparticulas produzidas a partir do extrato
de razao 1:3 fruta:agua

Retencao de Polifenois (%)
Temperatura (°C)

Bico (mm)

140 180
1 71,48 £ 1454 ¢ 72,24 + 0,60 4 @
2 68,52 + 0,674 ° 68,18 & 1,40 4 °

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas (letras
maitusculas). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os bicos
utilizados (letras mindsculas). p < 0,05

Tabela 5.9: Retencao de polifendis nas particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:2 fruta:agua

Retengao de polifenois (%)
Temperatura (°C)
140 180
1 72,35 + 0,73 4 67,3 + 0,837
Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas utilizadas
(letras maitsculas). p < 0,05

Bico (mm)

Quando se trabalhou com o extrato de razao 1:3 fruta:dgua, observou-se um efeito
significativamente estatistico (p < 0,05) apenas para o didmetro do bico, sendo que
o didmetro menor acarretou uma maior retencao de polifendis, como apresentado na
Tabela 5.8. Entretanto muitos trabalhos citam o efeito significativo da temperatura
quando se trabalha com compostos termosenssiveis como os polifenéis. Assim foi prepa-
rado um novo extrato com maior teor de s6lidos, mantendo-se o teor de solido soliivel do
extrato utilizado na alimentacao do spray drying constante e variando a relagao sélidos
solaveis do extrato/Solidos do material de parede adicionado (SSE/SMP). Utilizou-se
apenas o bico de 1,0 mm e avaliaram-se as temperaturas de 140 e 180 °C. Percebeu-se
que as capsulas produzidas resultaram em microparticulas com a mesma faixa de re-
tengao de polifendis, mas a temperatura exerceu efeito estatisticamente significativo a
(p < 0,05).
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A Tabela 5.10 ilustra a variacao do °Brix do extrato apos a adigao do material de
parede e a diferenga na SSE/SMP.

Tabela 5.10: °Brix dos extratos.

°Brix Extrato 1:3 fruta:dgua °Brix Extrato 1:2 fruta:dgua

Antes adicao do MP! 2,50 £ 0,1 4,50 + 0,15
Apos adicao do MP! 17,5 £ 0,1 17,5 £ 0,1
Relagdao SSE?/SMP3(p/p) 1:6 1:3

"Material de parede 286lidos soltveis do extrato Solidos do material de parede

Aparentemente a menor razao SSE/SMP e consequentemente a maior quantidade
de material de parede adicionado pode servir de barreira para a transferéncia de calor
tornando o material ativo menos sensivel ao aumento da temperatura.

O valor médio da retengao de polifendis encontrado no trabalho é superior ao rela-
tado por Rocha (2009), cerca de 20 a 30%, que trabalhou com producao, caracterizagao,
estabilidade e aplicagao de microparticulas de licopeno produzidas por spray drying e
coacervacao complexa. O autor atribui a baixa retencao a alta temperatura de entrada
utilizada (180 °C).

Ersus e Yurdagel (2007) avaliaram o efeito da temperatura e do tipo do material
de parede na retencao de antocianinas e encontraram valores retencao desse ativo na
faixa de 17 a 24 % e observaram que valores de temperaturas do ar de entrada maiores
que 160 °C acarretaram perdas no teor de antocianinas dos p6s formados. Couto et al.
(2012) avaliaram condigoes de secagem (vazao de alimentagao, vazao do ar de secagem,
temperatura do ar de entrada) no teor de polifenoéis e atividade antioxidante do extrato
de alecrim e obtiveram baixas retengdes de polifendis (12 a 17%) e de taninos (5 a 8%).
Os autores observaram que para os polifendis apenas o efeito da vazao do ar de secagem
foi significativo, ja para os taninos todas as 3 variaveis exerceram efeito significativo.

Shu et al. (2006) estudaram a microencapsulagao de extrato de tomate por spray
drying e variaram parametros como a relacao material de parede:recheio, pureza do
material de recheio, propor¢cao massa de gelatina:massa de sacarose e temperatura de
entrada do ar no spray dryer. Como resultados obtiveram uma faixa de eficiéncia de
encapsulacao de 12,1 a 82,2%. O menor valor de encapsulacao foi encontrado quando
se trabalhou com o extrato de tomate bruto com 6% de pureza do licopeno. Quando a
pureza do licopeno aumentou para 52% sua eficiéncia aumentou para 81% nas mesmas
condicoes operacionais. Os autores desconhecem o motivo exato da reducao da eficién-

cia de encapsulagao, mas acreditam que outros compostos presentes no extrato bruto
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podem ter interagido com o material de parede, diminuindo sua efetividade.

Ja Fang e Bhandari (2011) trabalharam com microencapsulagao de compostos bioa-
tivos da Myrica rubra por spray drying e encontraram retencoes altissimas de polifenois
(cerca de 96%) e de antocianinas (cerca de 94%). A razao solidos recheio:solidos do
material de parede foi de 1:1, temperatura de entrada de 150 °C e vazao de alimenta-
¢ao suficiente para manter a temperatura de saida até 80 °C. Os autores relacionam a

temperatura de saida menor que 80 °C & alta retencao dos compostos bioativos.

5.7 Distribuicao de tamanho

Todas as microparticulas foram analisadas quanto a distribuicao de tamanho e
diametro médio das particulas, conforme item 4.9.2.

Nas Tabelas 5.11 e 5.12 estao apresentados os didametros médios das particulas
através do diametro Dy g e as Figuras 5.9 e 5.10 mostram as curvas de distribuicao
dessas particulas.

Tabela 5.11: Diametro médio das particulas produzidas pelo extrato de razao 1:3
fruta:agua

Diametro médio (um)
Temperatura (°C)

Bico (mum) 140 180
1 9,64 + 0,449 4 @ 10,55 + 0,302 B @
2 7,51 + 0,227 4° 10,04 + 0,417 B @

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas (letras
maitusculas). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os bicos
utilizados (letras mindsculas). p < 0,05

Tabela 5.12: Diametro médio das particulas produzidas pelo extrato de razao 1:2
fruta:agua

Diametro médio (um)
Temperatura (°C)
140 180
1 10,05 £ 0,011 4 11,98 +£ 0,238 B

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas utilizadas
(letras maitsculas). p < 0,05

Bico (mm)

De maneira geral, as particulas apresentaram uma faixa grande de tamanho, com

diametros variando entre 0,11 a 120 microns com formacao de um pico predominante
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de tamanho entre 8 e 20 pum, e picos menores constituidos por particulas com didmetro
de aproximadamente 1 ym além de particulas de tamanhos maiores variando entre 100
a 200 um (Figuras 5.9 e 5.10). Em geral particulas de spray dryer apresentam uma
ampla vareidade de tamanho. Finney et al. (2002) comparou o efeito de diferentes
atomizadores e temperaturas nas propriedades fisicas de encapsulados de flavours e
observou grande variabilidade no tamanho das particulas produzidas pelo atomizador
duplo fluido. No presente trabalho encontramos uma variacdo maxima entre os dié-
metros médios na ordem de 5 microns, o que nao é expressivo devido a larga faixa
de tamanho das particulas. Mesmo assim os valores de diametros médios indicam
uma tendéncia de aumento com o aumento da temperatura, como pode ser observado
nas Tabelas 5.11 e 5.12. De acordo com Reineccius (2001), processos realizados em
condicoes de maiores taxas de secagem, ou seja, maiores temperaturas produzem par-
ticulas maiores que aqueles realizados com menores taxas. Na secagem com elevadas
temperaturas a taxa de evaporacao é maior acarretando a formacao mais imediata de
uma estrutura externa, evitando que as particulas encolham durante a secagem. Ja
em temperaturas de ar de secagem mais baixas, a particula torna-se mais encolhida
apresentando didmetro menor. Tonon et al. (2008); Kurozawa et al. (2009); Nijdam
e Langrish (2006), trabalharam com secagem por spray drying, e obtiveram o mesmo
efeito da temperatura sobre o didmetro médio das particulas produzidas.

O aumento da temperatura para 180 °C nao resultou em diferenca significativa
entre os diametros meédios dos bicos (p < 0,05). J& quando se aumentou o didmetro
do bico atomizador a 140 °C houve uma diminuicao do didmetro médio das particulas.
Este fato pode ter acontecido devido a uma baixa transferéncia de calor entre o ar de

secagem e o produto atomizado na camara de secagem quando se trabalhou a 140 °C.
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Figura 5.9: Distribuicao do tamanho de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:3

Frascareli et al. (2012) avaliaram a microencapsulac¢ao de 6leo de café torrado por

%)

spray drying utilizando goma arabica como material de parede e temperatura do ar
de secagem entre 150 e 190 °C e observaram comportamento anélogo em relacao a
distribuicao de tamanho das particulas. Esses autores verificaram a formacao de um
pico na regiao de particulas com diametro de aproximadamente 1 pm, um segundo
pico na regiao de particulas com didmetro de 10 pum e um terceiro pico composto por
particulas variando entre 40 e 100 ym. De acordo com os autores, as particulas menores

podem penetrar dentro dos espagos entre particulas maiores enquanto a presenca de
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Figura 5.10: Distribuicao do tamanho de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:2

particulas maiores pode estar associada & formagao de aglomerados, onde a formagao
de ligagoes ou pontes irreversiveis levam a formacao de particulas de tamanho maior.
Carneiro (2011) avaliou diferentes tipos de material de parede na microencapsulagao
de 6leo de linhaga por spray drying e observou a mesmo tendéncia de distribuicao de

tamanho de particulas, quando utilizou a razao 1:3 Capsul:Maltodextrina 10DE.

5.8 Morfologia

Como pode ser observado nas Figuras 5.11 a 5.16, em geral, as microesferas apre-
sentaram uma vasta variedade de tamanhos além do formato esférico e irregular, sendo
estas caracteristicas tipicas de particulas produzidas por spray drying. Conforme Ré
(1998), a presenga das rugosidades em microparticulas se deve provavelmente ao enco-
lhimento das gotas nos estagios iniciais de secagem.

De acordo com as Figura 5.12, 5.14 e 5.16, a grande maioria das particulas atomi-
zadas a 140 °C apresentaram uma superficie altamente rugosa. Ja pelas Figuras 5.11,
5.13 e 5.15, pode-se verificar que uma grande parcela das particulas apresentou super-
ficie lisa. Isso indica que o aumento da temperatura favorece a obtenc¢ao de particulas
com superficie lisa.

De acordo com as Figuras 5.12 e 5.14 percebe-se um ligeiro aumento na rugosidade

das particulas em funcao do aumento no didmetro do bico atomizador. Entretanto
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quando se comparam as Figuras 5.11 e 5.13 parece nao haver diferenca entre as super-
ficies das particulas o que sugere que o efeito do diametro do bico nao foi pronunciado

quando foram utilizadas altas taxas de secagem.
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Mag-_ 5.00 K X

Figura 5.11: Microestrutura externa de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:3, atomizados por bico de 1,0 mm a 180 °C, (a) 1000X, (b) 2000X, (c¢) 5000X.

o8



Figura 5.12: Microestrutura externa de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:3, atomizados por bico de 1,0 mm a 140 °C, (a) 1000X, (b) 2000X, (¢) 5000X.
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Mag= 5.00 K X

Figura 5.13: Microestrutura externa de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:3, atomizados por bico de 2,0 mm a 180 °C, (a) 1000X, (b) 2000X, (c¢) 5000X.
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Figura 5.14: Microestrutura externa de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:3, atomizados por bico de 2,0 mm a 140 °C, (a) 1000X, (b) 2000X, (c¢) 5000X.
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Figura 5.15: Microestrutura externa de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:2, atomizados por bico de 1,0 mm a 180 °C, (a) 1000X, (b) 2000X, (c) 5000X.
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Figura 5.16: Microestrutura externa de particulas produzidas a partir do extrato de
razao 1:2, atomizados por bico de 1,0 mm a 140 °C, (a) 1000X, (b) 2000X, (c¢) 5000X.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Alamilla-Beltran et al. (2005), que tra-
balharam com alteracoes morfolégicas de particulas de maltodextrina produzidas sob
diferentes temperaturas do ar de secagem, em spray dryer. De acordo com os autores,
as diferentes taxas de secagem utilizadas podem ter levado a diferencas na morfologia
dos pos obtidos. Além disso, sugerem que particulas produzidas sob temperaturas mais
baixas apresentem parede mais flexivel e as produzidas sob maiores temperaturas apre-
sentem parede mais rigida. Tonon et al. (2008) também observaram o mesmo efeito
nas paredes da particulas quando utilizaram temperaturas mais altas, na produgao de
microesferas de agai em po por spray drying. De acordo com os autores, quando a taxa
de secagem é maior, no caso de altas temperaturas de entrada, a perda de &gua por
evaporacao se torna mais rapida, resultando na formagao de parede lisa e rigida.

Segundo Rosenberg et al. (1985), a superficie rugosa das microparticulas pode cau-
sar um efeito negativo sobre as propriedades de escoamento dos produtos em p6. Além
disso, a maior superficie de contato das particulas rugosas pode torna-las mais suscep-
tiveis a reagoes de degradacao como a oxidagao, por exemplo. No caso das particulas
de extrato de pequi de razao agua:fruta 1:2, entretanto, caso a morfologia tenha exer-
cido alguma influéncia sobre a degradacao dos polifenois, esta foi superada pelo efeito
da temperatura, uma vez que maiores temperaturas resultaram em particulas menos

rugosas, mas com maior degradacao de polifendis.

5.9 Higroscopicidade

As Tabelas 5.13 e 5.14 apresentam os resultados obtidos para higroscopicidade das

particulas produzidas.

Tabela 5.13: Higroscopicidade das particulas produzidas a partir do extrato de razao
1:3 fruta:agua

Higroscopicidade (g.agua/100g b.s.)
Temperatura (°C)

Bico (mm) 140 180
1 12,23 4+ 0,087 4 @ 13,83 £ 0,37 B @
2 14,43 + 0,017 4 ° 14,46 4+ 0,58 4 @

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas (letras
maitasculas). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os bicos
utilizados (letras mindsculas). p < 0,05
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Tabela 5.14: Higroscopicidade das particulas produzidas a partir do extrato de razao
1:2 fruta:agua

Higroscopicidade (g.agua/100g b.s.)
Temperatura (°C)
140 180
1 17,70 £ 0,73 4 18,09 £ 0,14 4

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas utilizadas
(letras maitsculas). p < 0,05

Bico (mm)

Quando se trabalhou com o extrato de razao 1:3 fruta:agua, observou-se um efeito
estatisticamente significativo (p < 0,05) para o didmetro do bico apenas quando utili-
zada a temperatura de °C. Pelas Figuras 5.12, 5.14 nota-se que particulas secas nessa
temperatura parecem ter sido morfologicamente afetadas pelo bico atomizador de 2,0
mm de didmetro, apresentando maiores rugosidades do que as particulas secas com o
bico de 1,0 mm de didmetro. Outro aspecto importante que sugere a mudanga morfo-
logica das particulas secas a 140 °C pode ser observado na Tabela 5.11, onde se observa
a tendéncia da dimuicao do diametro médio menor para as particulas secas com bico
atomizador de maior didmetro. Assim sugere-se que as particulas atomizadas a 140
°C com bico de 2,0 mm tenham maior rugosidade, apresentando maior area superficial
e conseguindo assim absorver mais agua do ambiente, fato que caracteriza a maior
higroscopicidade.

Na temperatura de 180 °C, a higroscopicidade seguiu o mesmo comportamento da
morfologia e da distribuicao de tamanho, nao sendo significativamente afetada pelo
diametro do bico atomizador.

Quando se avalia a temperatura, percebe-se que houve efeito significativo apenas
quando se trabalhou com o bico de 1,0 mm de diametro. Em geral, quanto menor o
teor de umidade dos pés, maior sua capacidade de absorver umidade do ambiente e,
portanto, maior sua higroscopicidade. Tonon et al. (2008) estudando a secagem de agai
por spray drying, observaram que quando se aumentava a temperatura de entrada do
secador, diminufa a umidade do p6 e aumentava a higroscopicidade. Ja Silva (2011)
estudando a microencapsulagao de extrato de jabuticaba por spray drying, nao observou
efeito significativo da temperatura na higroscopicidade, dentro das condicoes utilizadas.

Pela Tabela 5.14 nota-se que houve um aumento na higroscopicidade, mas nao houve
mais diferenga significativa (p < 0,05) da temperatura na higroscopicidade dos pos secos
com bico atomizador de 1,0 mm. Ha de se notar pela Tabela 5.3 o maior teor de agiicares

presente no extrato utilizado, e pela Tabela 5.10 que had uma mudanga na relacao
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SSE/SMP. Assim o aumento no teor de agicares e a diminui¢do no teor de solidos
adicionados como material de parede favoreceram o aumento da higroscopicidade, fator
que pode ter compensado o efeito da variagdo de temperatura. Tonon et al. (2008)
verificaram que a concentracao de agente carreador foi a varidvel que mais influenciou
na higroscopicidade do produto final, sendo que os maiores valores de higroscopicidade
foram obtidos quando se utilizaram as menores concentragoes de material de parede,

assim como obtido no presente trabalho.

5.10 Temperatura de Transicao Vitrea

As Tabelas 5.15 e 5.16 apresentam os resultados de temperatura de transicao vi-
trea (T,) das microparticulas armazenadas em ambientes com umidade relativa do ar
controlada, de 0,226 (armazenados em acetato de potéssio) e 0,432 (armazenados em
carbonato de potéssio) respectivamente & 25°C. Os valores de Tg obtidos para o extrato

de pequi em po6 estdo na mesma faixa dos obtidos por Tonon (2009).

Tabela 5.15: Temperatura de transicao vitrea de particulas armazenadas umidade
relativa do ar de 0,226 a 25°C

Amostra T ! ar de entrada (°C) Diametro (mm) T, ? (°C) SSE/SMP 3 °Brix

a 140 1,0 69,13 £ 4,22 4 1/6 17,5

b 140 2,0 68,99 & 5,14 4 1/6 17,5

c 180 1,0 70,18 £ 3,51 4 1/6 17,5

d 180 2,0 71,72 £ 3114 1/6 17,5

e 140 1,0 67,09 £ 0,90 4 1/3 17,5

f 180 1,0 69,06 4= 1,88 4 1/3 17,5
Liofilizada - - 11,19 4+ 0,64 - -
MP # puro - - 74,03 + 3,07 - -

lTemperatura de entrada 2Ternperatura de transigao vitrea 3Rela(;éo solidos soluveis do

extrato/so6lidos do material de parede 4Material de parede

De acordo com as tabelas 5.15 e 5.16 percebe-se que valores da Tg nao sofreram
mudancgas drasticas em funcao da alteracao do didametro do bico atomizador nem da
temperatura do ar de entrada, principalmente nas amostras armazenadas em menores
valores de umidade relativa. J& quando se comparam as mesmas amostras nas duas
umidades relativas, percebe-se um grande decréscimo da Tg na maior atividade de agua.
Isso confirma o forte efeito plasticizante da agua, como esperado. Este mesmo efeito

foi verificado por outros autores, trabalhando com diversas frutas. Goula e Adamo-
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Tabela 5.16: Temperatura de transicao vitrea de particulas armazenadas em umidade
relativa do ar de 0,432 & 25°C

Amostra T ! entrada (°C) Diametro (mm) T, ? (°C) SSE/SMP 3 °Brix

a 140 1,0 56,52 4 6,46 4 1/6 17,5

b 140 2,0 43,65 &+ 3,56 B 1/6 17,5

c 180 1,0 58,73 £+ 3,35 4 1/6 17,5

d 180 2,0 55,25 + 2,09 4 1/6 17,5

e 140 1,0 30,88 + 1,58 ¢ 1/3 17,5

f 180 1,0 31,57 £ 0,21 ¢ 1/3 17,5
Liofilizada - - -17,99 + 2,62 - -
MP # puro - - 71,92 £+ 0,98 - -

1Temperatura de entrada 2Ternperatura de transicao vitrea 3Rela§éo solidos soliveis do

extrato/solidos do material de parede 4Material de parede

poulos (2010) utilizaram 4 diferentes temperaturas e 4 diferentes razoes solidos do suco
concentrado/s6lidos material de parede e avaliaram a secagem do suco concentrado de
laranja. Na andlise da T, do p9, foi reportado que a T, diminufa a medida que as
amostras eram armazenadas em ambientes com maior umidade relativa. Tonon et al.
(2009) obtiveram diferentes isotermas de sor¢ao para diferentes materiais de parede na
producao de acai em po e perceberam que a medida que a umidade relativa aumentava
a T, diminuia. Goula et al. (2008) avaliaram isotermas de sor¢ao de polpa de tomate
secas por spray dring em diferentes temperaturas e relataram que a T, diminuia, a
medida que as amostras eram armazenadas em ambientes com maior umidade relativa.

Fang e Bhandari (2012) avaliaram a eficiéncia de isolado proteico de soro e malto-
dextrina 10 DE na secagem de suco de bayberry e perceberam que quando utilizavam a
maltodextrina como material de parede, a Tg aumentava & medida que a razao sélidos
do material de parede:sélidos do extrato aumentava. Pode-se perceber comportamento
analogo neste trabalho quando se comparam os valores da Tg das amostras (a), (e) e
(b), (f) apresentados nas Tabela 5.16.

H4 de se notar também o baixissimo valor da Tg das amostras liofilizadas em com-
paracao as atomizadas. Esse fato pode ser explicado pela nao utilizagao de material
de parede no caso da liofilizacao. Sil (2006) trabalharam com diagrama de fase de
polpa de Camu-camu (Myrciaria dubia) e encontraram menores valores de Tg para a
polpa liofilizada sem maltodextrina, confirmando a influéncia da adigao de um agente
carreador na melhora da qualidade do p6. Mosquera et al. (2012) observaram que adici-

onando maltodextrina e goma arabica & polpa de morango antes da etapa de liofilizagao,
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favorecia-se a estabilidade dos p6s formados uma vez que diminuia a higroscopicidade

e aumentava a Tg.

5.11 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante das amostras em po6 foi analisada, utilizando-se duas me-
todologias distintas, DPPH ¢ FRAP.

5.11.1 DPPH

Os resultados obtidos para atividade antioxidante determinada pelo método de
captura dos radicais livres, DPPH, das microparticulas produzidas estao apresentados
nas Tabelas 5.17 e 5.18

Pode-se observar que a faixa de valores encontrada foi estreita para todas as condi-
¢oes experimentais, variando de 41,8 até 42,7 % de inibicao para o extrato de razao de
fruta:agua 1:3, e de 67,99 até 69,8 % de inibicao para o extrato de razao de fruta:agua
1:2. Assim, verificou-se que nao houve efeito da temperatura e do diametro do bico
atomizador na atividade antioxidante dos pos via DPPH (p < 0,05). Para o mesmo
extrato, verifica-se que a atividade antioxidante dos pos nas diferentes condigoes de
secagem se manteve praticamente constante.

Ja quando comparamos a atividade antioxidante dos p6s produzidos pelos diferentes
extratos, percebe-se que houve um aumento na resposta, porcentagem de inibi¢cao das
microparticulas produzidas a partir do extrato de razao fruta:agua 1:2. Esse fato pode
ser atribuido a maior atividade antioxidante do extrato ilustrado na Figura 5.6, e
também a maior relagao SSE/SMP utilizada.

Bakowska-Barczak e Kolodziejezyk (2011) utilizaram diferentes temperaturas e ma-
teriais de parede na encapsulagao de compostos bioativos de groselha-preta e verifica-
ram que nao houve diferenga significativa (p < 0,05) na atividade antioxidante, via
DPPH, em funcao da variacao da temperatura, quando utilizaram a maltodextrina 18
DE. Ja Krishnaiah et al. (2012) que trabalharam com microencapsulac¢ao de compostos
bioativos de noni, (Morindacitrifolial), utilizando diversas temperaturas e materiais
de parede, verificaram que a medida que a temperatura do ar de entrada aumentou de

90 para 140 °C a porcentagem de inibi¢ao diminuiu.
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Tabela 5.17: Atividade antioxidante via DPPH das amostras produzidas pelo extrato
de razao 1:3 fruta:dgua

DPPH (%inibicao) DPPH (Trolox mg/ml)
, Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Bico (mm) 140 180 140 180
1,0 4214+ 1544 421411542 0,122 £0,004 4 0,123 £+ 0,003 4 @
2,0 41,8+ 1,424 427 +1,744 ¢ 0,121 £0,004 4 ¢ 0,124 £ 0,005 4 @

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas (letras
maiscilas). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os bicos
utilizados (letras mindsculas). p < 0,05

Tabela 5.18: Atividade antioxidante via DPPH das amostras produzidas pelo extrato
de razao 1:2 fruta:agua

DPPH (%inibigao) DPPH (Trolox mg/ml)
: Temperatura (°C) Temperatura (°C)
Bico (mm) 140 180 140 180
1,0 69,83 + 1,034 67,99 +£3,734 0,201 £ 0,002 4 0,196 &+ 0,005 4

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas utilizadas
(letras maitsculas). p < 0,05

5.11.2 FRAP

Os resultados obtidos para atividade antioxidante determinada pelo método da
capacidade redutora do ferro, FRAP, das particulas produzidas estao apresentados nas
Tabelas 5.19 e 5.20

Observa-se o mesmo comportamento, via DPPH, para atividade antioxidante via
FRAP. Nota-se um aumento na atividade antioxidante, cerca de 70%, apenas quando
comparamos os pos produzidos pelos diferentes extratos. Esse fato pode ser atribuido
mais uma vez a maior atividade antioxidante do extrato de razao fruta:agua 1:2, e

também & maior relacdo SSE/SMP utilizada.
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Tabela 5.19: Atividade antioxidante das amostras via FRAP, produzidas pelo extrato
de razao 1:3 fruta:agua

FRAP - Trolox mg/g
Temperatura (°C)

Bico (mm) 140 180
1 4944 + 0,94 4 @ 4849 £ 0,834 @
2 48,22 + 0,32 4 @ 47,24 + 1,09 4 @

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas (letras
maitasculas). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre os bicos
utilizados (letras mintdsculas). p < 0,05

Tabela 5.20: Atividade antioxidante das amostras via FRAP, produzidas pelo extrato
de razao 1:2 fruta:agua

FRAP - Trolox mg/g
Temperatura (°C)
140 180
1 82,75 + 1,67 4 83,43 £ 2214

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa entre as temperaturas utilizadas
(letras maidsculas). p < 0,05

Bico (mm)

5.12 Teste de estabilidade acelerado a 45 °C

Para avaliacao da estabilidade foram selecionadas as amostras atomizadas a partir
do extrato de razao fruta:agua 1:2, por terem maior teor de polifenéis. Além disso, para
efeito de comparacao liofilizou-se uma amostra do extrato puro, de razao fruta:agua
1:2, para acompanhar a evolugao no teor de polifendis ao longo do tempo de armaze-
namento. A Figura 5.17 ilustra as amostras que foram selecionadas para o teste de
estabilidade acelerado.

Os compostos fenolicos presentes no pequi (Caryocar brasiliense) foram tentativa-
mente identificados por comparagao do UV-visivel com os padroes disponiveis e dados
da literatura. O tempo de retencao, UV-visivel de 10 padroes (4cido gélico, catequina,
acido 4-hidrobenzobico, acido p-cumérico, acido cafeico, acido elagico, acido ferrulico,
luteonina, quercitina e rutina) forma utilizados na identificagdo (dados ndo apresenta-
dos).

A Figura 5.18 ilustra o cromatograma do extrato aquoso de pequi. Observa-se

que apareceram muitos picos sem identificagdo. Shahidi et al. (2007) citam que os
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Figura 5.17: Amostras inicias do teste de estabilidade acelerado
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Figura 5.18: Cromatograma do extrato aquoso de pequi

compostos fendlicos presentes nos vegetais se encontram predominantemente na forma
de glicosideos, necessitando de tratamento prévio para romper essas ligacoes e permitir
uma melhor identificacao dos compostos. Assim os picos foram quantificados como
equivalente em acido galico.

Lima (2008) avaliou o perfil de fenolicos presentes nos extratos aquosos da polpa
e améndoa do pequi (Caryocar Brasiliense) por CLAE, utilizando 31 padroes entre
280 e 530 nm. Em ambos os extratos, verificou a presenca de acido elagico, galico,
4-hidrobenzobico e p-cumérico.

Roesler et al. (2008) avaliaram a capacidade antioxidante do pequi (Caryocar Bra-
siliense) e caracterizaram alguns componentes via ionizagao por eletro-spray associada
a espectrometria de massa. Foi realizada uma extragao etanoélica e posterior liofilizagao

da amostra onde foram identificados os compostos: acido galico, quinico, quercitina e
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quercitina 3-O-arabinose.

As Figuras 5.19 e 5.20 apresentam o comportamento do teor de polifenéis, ao longo

dos 49 dias da analise de estabilidade acelerada, pelas duas diferentes metodologias, via

espectrofotometria, conforme item 4.12.2 e cromatografia liquida conforme item 4.12.2.
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Figura 5.19: Evolucao do teor de polifenois ao longo do tempo via espectrofotometria
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Figura 5.20: Evolugao do teor de polifenéis ao longo do tempo via cromatografia

Comparando o comportamento do teor de fenédlicos das Figuras 5.19 e 5.20, nota-
se uma maior tendéncia de degradacao das amostras analisadas por cromatografia.
Isso provavelmente se deve ao maior grau de pureza das amostras e também a maior
especificidade da anélise via CLAE.

Saénz et al. (2009) estudaram a microencapsulacao, por spray drying, de compostos

bioativos de cactus (Opuntia ficus-indica)) por espectrofotometria e avaliaram a estabi-
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Figura 5.21: Cinética de degradagao dos polifendis do extrato de pequi microencapsu-
lado por spray drying a 180°C e liofilizado, estocado a 45°C

lidade destes compostos & 60°C durante 44 dias. Verificou-se que o perfil de degradagao
de polifenodis foi irregular, assim como no presente trabalho.

A Figura 5.21 ilustra a cinética de degradacao dos polifendis do extrato de pequi
micronecapsulado por spray drying e liofilizado. As particulas produzidas por spray
drying apresentaram duas cinéticas de primeira ordem distintas, assim foram calculados
dois valores de k e de t1/2, para cada uma das amostras. Entretanto, o tempo real
de meia-vida dos polifenois foi estimado como o tempo no qual a concentragao de
polifenois presente nas amostras caiu pela metade. Estes valores estao apresentados na
Tabela 5.21.

Tabela 5.21: Parametros cinéticos da degradacao dos polifendis do extrato de pequi
microencapsulado por spray drying e liofilizado armazenado a 45 °C

Amostra  tempo K (1/dias) t meia vida (dias) R*  t meia vida real (dias)

spray 180 °C  t<ta 0,050 13,8 0,904 916
spray 180 °C  t>ta 0,012 59,2 0,715 ’
Liofilizada - 0,053 12,9 0,845 12,9

Tonon (2009) comparou a estabilidade de amostras de suco de agai microencapsula-
das por spray drying e liofilizadas e observou que a taxa de degradagao de antocianinas
no material nao encapsulado foi bem maior, assim como no presente trabalho. Segundo
a autora, o tempo de meia vida das antocianinas presentes no suco de acai atomizado,
estocado a 25 °C e umidade relativa de 32,8%, variou entre 2,2 e 3,4 anos, enquanto

no suco liofilizado essa degradacao ocorreu em cerca de 9 meses. A maior taxa de
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degradagao no material liofilizado pode ser atribuida a auséncia do material protetor
(material de parede) e assim & maior exposi¢ao dos polifenois ao oxigénio.

Quando se analisa a Figura 5.19 percebe-se um comportamento bastante diferente
na evolucao do teor de polifen6is com o tempo, principalmente para a amostra liofi-
lizada. O aumento da temperatura juntamente a presencga de acucares e proteinas,
podem resultar na rea¢do de Maillard (escurecimento nao enzimatico). Essa reagao
ocorre em geral durante o processamento de alimentos a altas temperaturas ou durante
a estocagem por periodos prolongados, sendo que o maximo escurecimento ocorre ge-
ralmente em atividades de agua entre 0,5 e 0,75, apesar de acima de uma a,, de 0,2
ja comegar a ocorrer um aumento na velocidade da reagado de Maillard (Figura 5.8)
(Damodaran et al., 2008; Roos, 2002). Assim produtos derivados desta reagao podem
estar influenciando na quantificagao de polifendéis via Folin-Ciocalteau.

Por espectrofotometria, a evolugao dos polifenois ao longo do tempo, teve um com-
portamento irregular, nao apresentando uma tendéncia clara de queda. Ja por cro-
matografia os resultados apresentaram uma maior tendéncia de queda, refletindo mais

adequadamente o que de fato deveria ocorrer.
— Liofilizada

Amostras armazenadas a 45°C
t = 21 dias

—= 5D 180°C

—= 5D 140°C

Amostras armazenadas a 45°C
t = 49 dias

Liofilizada 5SD 180°C 5D 140°C

Figura 5.22: Amostras armazenadas durante 21 e 49 dias a 45 °C, no teste de estabili-
dade acelerado

A Figura 5.22 ilustra a aparéncia das amostras durante armazenamento de 21 e 49
dias a 45 °C. Comparando as amostras estocadas por 21 e 49 dias com as amostras

inicias, percebe-se uma mudanca na coloracao, principalmente para as amostras liofi-
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lizadas, que se tornaram mais escuras, favorecendo assim a hipdtese da ocorréncia de
escurecimento nao enzimatico.

Garcia-Alonso et al. (2009) trabalharam com avalia¢ao da estabilidade de compostos
bioativos, a 8, 22 e 37 °C por 12 meses, de sucos de tomate armazenados em diferentes
embalagens. No geral, foi observado que o teor de fendlicos e flavondides das amostras
se mantiveram estaveis ao longo do armazenamento, entretanto um ligeiro aumento no
teor de fenolicos totais pdde ser observado nas amostras que foram armazenadas a 37
°C apos 8 meses. Além disso, Giovanelli e Paradiso (2002) trabalharam com secagem
em bandeja e avaliacao da estabilidade, a 20 e 37 °C por 5 meses, de polpa de tomate
de diferentes umidades finais. Os autores verificaram que o teor de fendlicos totais de
polpa de tomate se manteve estavel quando armazenados a 4 e 20 °C, mas aumentou
progressivamente quando armazenado a 37 °C, e sugere que esse efeito tenha ocorrido
devido a formacao de derivados da reagao de Maillard, que foram capazes de interagir
com o reagente de Folin-Ciocalteu.

A microencapsulagao pode ser considerada um processo eficiente na protecao de
compostos sensiveis, como os polifendis, durante a estocagem. Mas ha de se tomar
cuidado com a metodologia utilizada para avaliacao dos polifendis, pois como se pode
perceber no trabalho a tendéncia de degradacao destes compostos ao longo do tempo

foi bastante diferente quando avaliados via espectrofotometria e cromatografia liquida.
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Capitulo 6

Conclusoes

Baseado nos resultados obtidos, este trabalho apresenta as seguintes conclusoes:

e Os extratos aquosos de pequi apresentaram elevado teor de compostos fenodlicos
e a relagao fruta:agua foi decisiva tanto para as propriedades quimicas do ex-
trato, teor de fenolicos, atividade antioxidante, quanto para as propriedades de
processo, fator de concentragao e fluxo de permeado. O extrato com maior teor
de solidos (razao 1:2 fruta:dgua) apresentou fator de concentragao volumétrico
de 2,0, fluxo médio de 8 L/h.m?, além de, teor de polifendis da ordem de 530 mg
de equivalente em acido galico/L, atividade antioxidante de cerca de 3400 pmol
Trolox/L (FRAP) e cerca de 60 % de inibigao (DPPH). Ja o outro extrato, (razao
1:2 fruta:agua) apresentou fator de concentragao volumétrico de 2,6, fluxo médio
de 16 L/h.m?, além de, teor de polifenéis da ordem de 400 mg de equivalente em
acido galico/L, atividade antioxidante de cerca de 2700 pmol Trolox/L (FRAP)
e cerca de 30 % de inibicao (DPPH).

e A mistura maltodextrina:Snow Flake (3:1), adicionada em 15% (p/p) ao extrato
de razao 1:3 fruta:dgua, se mostrou mais adequada para encapsulagao de polife-

nois do extrato de pequi, quando comparada aos materiais de paredes puros.

e A temperatura exerceu efeito estatisticamente significativo (p < 0,05) sobre a
retengao de polifenois apenas quando a relagao solidos do extrato/solidos de ma-

terial de parede adicionado foi maior, (1:2).

e No geral houve boa retencao de polifendis nos poés, tanto para os atomizados a
partir do extrato de razao 1:3 fruta:agua, quanto para o de razao 1:2 fruta:agua,

com cerca de 67 a 72% de retencao.
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A atividade antioxidante, via DPPH e FRAP nos p6s nao apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) em relagdo a variagao da temperatura e

diametro do bico.

A avaliacao da estabilidade dos polifendis, ao longo do tempo via CLAE, se
mostrou mais confiavel do que a analise via espectrofotometria, uma vez que

apresentou um perfil de queda mais regular.

O tempo de meia vida, da amostra microencapsulada a 180 °C com bico atomi-
zador de 1,0 mm (21,6 dias) foi maior que da amostra liofilizada (12,9 dias), fato
que demonstra a viabilidade da técnica na protecao de compostos sensiveis, como

os polifendis.

A condigao de temperatura de ar de entrada 140 °C aliada ao bico atomizador
de 1,0mm se mostrou mais adequada para producao de microparticulas, indepen-

dentemente do modo de producao do extrato.

79



80



Capitulo 7

Sugestoes para trabalhos futuros

e Investigar outras relagoes de fruta:agua para producao de extrato de pequi com

maior teor de solidos totais.

e Trabalhar com maiores fatores de concentragao de nanofiltracao ou com o pro-

cesso de osmose reversa para maior concentracao do extrato.

e Avaliar a eficiéncia de utilizagdo do permeado do processo de concentracao por

membranas como solvente extrator para minimizar os residuos.
e Investir em outros materiais de parede para maior retencao de polifendis.

e Investigar a purificacao do extrato para melhor identificagao dos picos no croma-

tograma.

e Investigar outras temperaturas e o efeito do materila de parede no teste de esta-
bilidade.

e Aplicar o p6 do extrato de pequi produzido como ingrediente em alimentos e
avaliar a estabilidade e a biodisponibilidade dos compostos fenolicos nestes pro-

dutos.
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