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Resumo

O interesse no licopeno cresceu em anos recentes, devido aos estudos que
0o associam a diminuicio do risco de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e cancer. Porém, devido ao seu alto grau de insaturacao, este
carotendide € propenso a isomerizacao e oxidacao durante o processamento e a
estocagem, dificultando sua utilizacdo na industria de alimentos. A
microencapsulacéo pode amenizar essa situacao, aumentando sua estabilidade e
tornando possivel sua incorporacdo em sistemas alimenticios sem a perda de
suas propriedades funcionais. Assim, o objetivo deste trabalho foi microencapsular
licopeno pelos métodos de coacervacdo complexa e spray drying, utilizando
gelatina e goma arabica como agentes encapsulantes para o primeiro método,
seguido de secagem do material coacervado por liofilizacdo e amido modificado
(Capsul®) para o segundo método. As variaveis na obtencao das microparticulas
foram a concentracdo de polimeros de parede (somente na coacervagao) e a
quantidade de recheio. As microparticulas obtidas foram avaliadas
morfologicamente por microscopia Otica (somente coacervadas) e quanto a
eficiéncia de encapsulacdo. Foram submetidas a um teste de estabilidade em
comparagao ao material de recheio na forma livre e foram também caracterizadas
quanto a densidade, higroscopicidade e morfologia (6tica e eletrbnica de
varredura). Foi realizada a incorporacao das microparticulas e do material livre em
uma formulacdo de bolo, que foi utilizada como sistema modelo, a qual foi
avaliada quanto a cor. Os valores de eficiéncia de encapsulagao foram superiores
a 90% para as microparticulas coacervadas e entre 20 e 30% para as obtidas por
spray drying. Através do teste de estabilidade foi possivel verificar que os dois
métodos de microencapsulacdo ofereceram maior protecdo ao licopeno em
relacdo a sua forma livre. A aplicagdo em bolo das microparticulas coacervadas
nao liofilizadas e das obtidas por spray drying foi satisfatéria, enquanto que para a
aplicacao das microparticulas coacervadas liofilizadas houve baixa transferéncia
de cor.

Palavras-chave: microencapsulacédo, licopeno, coacervacao complexa,

spray drying, estabilidade.
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Abstract

The interest in lycopene increased in recent years due the studies that
associate it with the reduction of the risk of cardiovascular diseases and cancer
development. However, due the high degree of insaturation, this carotenoid is
propense to isomeration and oxidation during the processing and storage, being
difficult its use in food industry. The microencapsulation can improve this situation,
increasing its stability and rendering possible its addition in food systems without
losses of its functional properties. Thus, the aim of this work was to
microncapsulate lycopene by complex coacervation and spray drying methods,
using gelatin and arabic gum as wall materials to the first method, followed by the
drying of the coacervated material by liofilization, and modified starch (Capsul®) for
the second method. The differences in the process to obtain the microcapsule
were the polymers concentration (only for coacervation) and amount of lycopene.
The microcapsules obtained were morphologically evaluated by optic microscopy
(only coacervates) and about the encapsulation efficiency. They were submitted to
a stability test in comparison with the free material and also were characterized
about density, hygroscopicity and morphology (optical and scanning electron). The
addition of capsules and free lycopene in a cake formulation was carried out and
they were evaluated about the intensity of the color. The values of encapsulation
efficiency were higher than 90% to coacervates capsules and between 20 and 30%
to those obtained by spray drying. The study of stability showed that
microencapsulation offered higher protection to lycopene than its in free way. The
addition of coacervates (no freeze dried) and spray dryed microcapsules in cake
was satisfactory, whereas for the application of freeze dried coacervates particles,

the color transference was low.

Keywords: microencapsulation, lycopene, complex coacervation, spray

drying, stability.
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1. INTRODUCAO

Os carotendides compdéem um grupo de compostos responsaveis pelas
cores amarela, laranja e vermelha de muitos alimentos de origem vegetal e alguns
de origem animal. O licopeno € um carotendide aciclico com 11 duplas ligacoes
conjugadas, responsavel pela cor vermelha de frutos como tomate, mamao,
pitanga, goiaba vermelha e melancia. Diversos estudos associam o aumento do
consumo de licopeno com a diminui¢cao do risco de desenvolvimento de diversos
tipos de cancer, arteriosclerose e doengas coronarias.

O licopeno pode ser incorporado em alimentos, com o objetivo de pigmentar
e conferir caracteristicas funcionais, porém é bastante susceptivel a isomerizacéao
e oxidacdo. Uma possivel solucdo para este problema é o emprego da
microencapsulacdo, que é a técnica mais utilizada para aumentar a estabilidade
de carotendides.

A microencapsulacao € uma tecnologia que tem sido empregada com éxito
na industria de cosméticos, farmacéutica e alimenticia. Essa técnica tem
solucionado limitagdes no emprego de ingredientes e aditivos alimenticios, uma
vez que pode mascarar flavors indesejaveis, reduzir a volatilidade, a
higroscopicidade e a reatividade, além de possibilitar um aumento na estabilidade
destes em condicdes ambientais adversas.

A coacervacao complexa consiste em uma separacao espontanea de fases,
pela formacdo de um complexo que pode ser insoluvel entre dois ou mais
polimeros, resultante de interacdes eletrostaticas. A composicdo e concentracao
dos polimeros de parede, condicbes do meio como pH e forca ibnica, dentre
outros estdao diretamente relacionados com a eficiéncia de producdo das
microcdpsulas e com caracteristicas variadas de estrutura, tamanho e porosidade,
entre outros.

A técnica de microencapsulagédo por spray drying vem sendo utilizada ha
décadas, em diversos processos industriais, para a obtencdo de materiais
desidratados na forma de pd e é a mais utilizada pela industria alimenticia. Essa

técnica consiste na transformacdo de um material fluido (solucdo, dispersao ou



pasta) em particulas secas na forma de pd, pela aspersdo desse fluido em um
meio de secagem aquecido, geralmente o ar.

Na literatura sdo encontrados estudos de microencapsulacédo de licopeno,
com objetivo de torna-lo menos susceptivel a isomerizacao e oxidacao durante o
processamento e estocagem, pelas técnicas de liofilizacdo, spray drying e
complexacdo em ciclodextrinas (MATIOLI & RODRIGUEZ-AMAYA, 2002;
MATIOLI & RODRIGUEZ-AMAYA, 2003, SHU et al., 2006).

N&ao foi encontrado nenhum trabalho na literatura em que tivesse sido feita
a microencapsulacdo de licopeno por coacervacdo complexa e tampouco a
aplicacao deste material encapsulado em sistemas alimenticios. Santos et al.
(2006) incorporaram microcapsulas de oleoresina de paprica obtidas por spray
drying em bolo e gel de gelatina e constataram que a presenca da oleoresina
encapsulada nao interferiu no sabor, aroma ou textura dos sistemas analisados.

O objetivo do presente trabalho foi microencapsular licopeno utilizando os
métodos de coacervagcdo complexa e spray drying, caracterizar as particulas
formadas e medir a estabilidade do carotendide durante a estocagem. A avaliacao
da liberacdo do pigmento em um sistema modelo alimenticio (bolo) também foi

testada.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Microencapsular licopeno através das técnicas de coacervacao complexa e
spray drying, visando retardar o processo de oxidagdo do material, a fim de

viabilizar seu uso em sistemas alimenticios.

2.2.0bjetivos especificos

a) Determinar a eficiéncia de encapsulacado dos processos empregados;

b) Fazer o estudo de estabilidade do licopeno nas formas encapsulado e
livre;

c) Caracterizar as microparticulas segundo a morfologia, densidade e
higroscopicidade;

d) Incorporar as microparticulas em bolos e caracteriza-los quanto a

intensidade de cor.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Microencapsulacao

O conceito de microencapsulagao tem sua origem na idealizacao do modelo
celular, no qual o nucleo € envolvido por uma membrana semipermeavel que o
protege do meio externo e ao mesmo tempo controla a entrada e a saida de
substancias na célula. De modo semelhante, a microcdpsula consiste em uma
camada de material de cobertura que atua como um filme protetor, isolando a
substancia ativa e evitando os efeitos de sua exposi¢ao inadequada (JIZOMOTO
et al., 1993; RE, 2000).

Microencapsulagdo é uma tecnologia de recobrimento aplicavel em sélidos,
goticulas de liquidos ou material gasoso, formando particulas denominadas
microcapsulas, que podem liberar seu conteddo sob velocidade e condi¢des
especificas (TODD, 1970).

Pode ser definida também como um processo no qual um material de parede
envolve um recheio, com o objetivo de protege-lo das condi¢cdes adversas do
meio, tais como luz, umidade, oxigénio e interagdes com outros compostos,
estabilizando o produto, aumentando a vida 0til e promovendo a liberacéao
controlada da microcapsula em condicoes pré-estabelecidas (SHAHIDI & HAN,
1993).

Embora a técnica de microencapsulagcdo venha sendo estudada desde a
década de 30, sua primeira aplicacao comercial ocorreu por volta de 1950, por
Green e Scheicher, para a producao de papel copia sem carbono (ARSHADY,
1990). Esse papel recebia uma fina camada de microcdpsulas contendo uma tinta
sem cor e tal camada era recoberta com um reagente incolor. A pressado da ponta
do lapis na superficie do papel rompia as microcapsulas liberando a tinta incolor,
que ao entrar em contato com o reagente, tornava-se colorida produzindo em
outra folha uma cépia idéntica ao que estava sendo escrito no primeiro papel (RE,
2000). Depois foram microencapsulados produtos como 6leo de laranja para
aplicacbes em industrias de aroma, combustiveis para foguetes e producao de



pilulas e comprimidos na industria farmacéutica (DZIEZAK, 1988). Na area de
alimentos, os primeiros estudos foram nos anos 60, com a microencapsulagcao de
6leos essenciais para a prevencao da oxidagao e perda de compostos volateis e
para o controle da liberacdo do aroma (RE, 2000).

Os estudos da técnica de microencapsulagcao permitiram a ampliacdo de seu
uso para diversos tipos de industrias, tais como alimenticia, farmacéutica, de
aromas, quimica e agricola (FANGER, 1974; POTHAKAMURY & BARBOSA-
CANOVAS, 1995; RE, 1998; WIELAND-BERGHAUSEN et al., 2002). No campo
da pesquisa, segundo Gouin (2004), o crescente interesse de pesquisadores no
potencial oferecido pela microencapsulagdo €é comprovado pelo grande
crescimento no numero de publicacées ao longo dos anos, desde a metade dos
anos 50 até os dias atuais.

Sofisticadas técnicas tém sido desenvolvidas, e uma variedade
extremamente ampla de funcionalidades pode agora ser obtida por meio da
microencapsulacado (GOUIN, 2004).

Microcapsulas podem ser descritas como embalagens extremamente
pequenas, compostas por um polimero como material de parede e um material
ativo chamado de nucleo. Enquanto as embalagens convencionais normalmente
sdo empregadas para facilitar transporte, armazenagem, manipulacdo e
apresentacao, as microcapsulas sao geralmente empregadas para melhorar o
desempenho do material ou criar novas aplicagdes. O ingrediente ativo pode ser,
por exemplo, um aditivo alimenticio ou um medicamento (ARSHADY, 1993). De
acordo com Ré (1998), para ser considerada uma microcapsula, a particula deve
apresentar um tamanho entre 0,2 e 500 um. Abaixo de 0,2 um é considerada
nanocapsula e acima de 500 um, macrocapsula.

Nos ultimos anos, as definicdes e empregos da microencapsulacao tém sido
ampliados, devido as novas necessidades que a industria de alimentos apresenta
em propriedades cada vez mais complexas nas formulacées, que muitas vezes sé
podem ser conferidas através da microencapsulacao (GOUIN, 2004).

Os propoésitos gerais da microencapsulacao incluem: solidificar um liquido,

viabilizando seu uso em sistemas desidratados; separar materiais reativos,



evitando interacdes entre eles; reduzir a toxidez do material ativo; controlar a
liberacdo do material; aumentar a vida de prateleira por prevenir evaporagcao e
oxidacdo e mascarar propriedades indesejaveis como sabor, odor e
susceptibilidade ao pH (GOODWIN & SOMERVILLE, 1974; JACKSON & LEE,
1991; ARSHADY, 1993; SHAIDI & HAN, 1993; RE, 1998).

A microencapsulagéo tem sido utilizada com sucesso na industria alimenticia
para a protecao de substancias sensiveis a temperatura, luz, oxigénio e umidade,
para a diminuigao da taxa de transferéncia do recheio ao meio em que se encontra
o produto e para a modificacdo de caracteristicas fisicas do material, facilitando o
manuseio (DESAI & PARK, 2005).

Algumas caracteristicas das microcapsulas podem ser alteradas para
atender necessidades especificas de aplicacdo, tais como: composicao,
mecanismo de liberacdo, tamanho de particula, morfologia e custo. Quando as
microparticulas sdo utilizadas em outros processos industriais, ha uma série de
questdes que devem ser levadas em consideracdo na escolha do processo de
microencapsulagao: a funcionalidade que o ingrediente a ser microencapsulado
deve fornecer ao produto final; o tipo de material de parede que pode ser utilizado;
as condigcdes de processamento as quais o material microencapsulado deve
resistir sem liberar seu conteldo; a concentragcdo 6tima de material ativo na
microcépsula; o mecanismo de liberagao do recheio; necessidades de tamanho de
particula, densidade e estabiidade e o limite de custo do material
microencapsulado (DESAI & PARK, 2005).

Entre os métodos utilizados para caracterizacdo das microcapsulas e
posterior avaliacdo do processo de microencapsulacdo se incluem: as
microscopias 6tica e eletrbnica de varredura, que avaliam as estruturas gerais
(externa e interna); raios-X e a analise térmica, que avaliam a estrutura fina; a
microscopia e a andlise de didmetro médio e distribuicdo de tamanho de
particulas; a cromatografia e os métodos espectroscopicos, que avaliam a
composicao da parede e do recheio, entre outros (THIES, 1995).

A caracterizacdo morfolégica das microcapsulas € uma analise essencial,

pois através dela pode-se observar visualmente se ocorreu a formacado das



microcapsulas, a integridade das paredes e também a distribuicdo de tamanho
das mesmas e do material encapsulado (ROSENBERG et al., 1988).

3.1.1. Méetodos utilizados para microencapsulacao

Existem varias técnicas que podem ser utilizadas para microencapsulagcéao
de ingredientes alimenticios, sendo que a selecdo do método é dependente da
aplicagdo que serd dada a microcapsula, tamanho desejado, mecanismo de
liberagdo e propriedades fisico-quimicas tanto do material ativo, quanto dos
agentes encapsulantes. De uma forma geral, a diferenca esta no tipo de
envolvimento do material de recheio pelo agente encapsulante (JACKSON & LEE,
1991; RE, 2000).

Os métodos utilizados podem ser divididos de acordo com a seguinte
classificagdo (SOUTHWEST RESEARCH INSTITUTE, 1991; SHAHIDI &
HAN,1993; DESAI & PARK, 2005; MADENE et al., 2006) :

» Fisico-quimicos: Coacervacao simples e complexa, lipossomas,
lipoesferas, evaporagao de solvente, inclusdo molecular;

* Quimicos: Polimerizagao interfacial, polimerizagao in situ;

» Fisicos: Spray drying, freeze drying, spray cooling, spray chilling, spray
coating, extrusao, extrusao centrifuga, leito fluidizado, co-cristalizacao.

Normalmente, trés fases estdo envolvidas na formacao da microcapsula:
preparacao de uma solucdo contendo o material de parede e o recheio, deposicao
do material de parede ao redor do recheio e fixagcdo ou solidificacdo da estrutura
da parede (BAKAN, 1973).

3.1.1.1. Microencapsulagdo pelo processo de coacervacdo complexa

A coacervagao, também chamada de separagdo espontanea de fases, foi

desenvolvida no inicio do século passado e, devido a formacao de particulas bem



pequenas com recheio uninuclear, o processo de coacervacao € considerado por
muitos como a técnica original e verdadeira de microencapsulacdo. O termo é
oriundo do latim “co” e “acervus”, que significa unido e agregacao de particulas
(SHAHIDI & HAN, 1993; THIES, 1995; MENGER et al., 2000; DUCEL et al., 2004;
STRAUSS & GIBSON, 2004).

Diversas aplicagdes industriais foram desenvolvidas para as microparticulas
coacervadas, entre elas, a purificacado de macromoléculas, substituicao de gordura
em produtos light, embalagens biodegradaveis e biomaterial para a utilizagcdo na
area médica. O método também ¢é utilizado por diversos segmentos, incluindo o
farmacéutico, alimenticio, quimico e cosmético para a veiculacao de diversos tipos
de material ativo (aromas, enzimas, farmacos e tintas) com aplicacées variadas
(TOLSTOGUZOV, 1991; SCHMITT et al., 1998; KRUIF et al., 2004; STRAUSS &
GIBSON, 2004).

De um modo geral, o processo de microencapsulacao por coacervagao
complexa envolve trés etapas: formacdo de um sistema trifasico quimicamente
imiscivel (solvente, material de cobertura e material de recheio); deposicao de
uma segunda solucédo de cobertura e solidificacdo da cobertura (DESAI & PARK,
2005). A Figura 1 apresenta um esquema geral do processo de coacervagcao

complexa, onde a gelatina é empregada como um dos constituintes do sistema.
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Figura 1:Modelo esquematico de microencapsulacao por coacervagao complexa.

A coacervacdo complexa pode ser induzida em sistemas onde estado
dispersos dois colbides hidrofilicos com cargas opostas elétricas. A neutralizacdo
de cargas positivas de um dos coldides pela carga negativa do outro é usada para
ocasionar a separacao da fase do complexo coacervado (SCHERI et al., 2003).

Esta técnica consiste em uma separacdo espontanea de fases, pela
formagdo de um complexo insoluvel entre dois ou mais polimeros. Para que isso
aconteca, duas condicoes devem ser atendidas: os biopolimeros devem estar
juntos em solucdo e as cargas opostas entre as suas cadeias devem estar em
quantidades estequiométricas. A composicdo e concentracdo dos polimeros de
parede, condicbes do meio como pH e forca ibnica estdo diretamente relacionados
com a eficiéncia de producao das microcapsulas e com caracteristicas variadas de
estrutura, tamanho e porosidade (YEO et al., 2005).

A mistura de solucdes poliméricas pode resultar em dois tipos de interacao:
segregativas, nas quais ocorre repulsdo entre as cadeias de biopolimeros
(incompatibilidade) ou associativas, nas quais ocorre atracdo entre os polimeros
(complexagao) (TOLSTOGUZOV, 1997; SCHMITT et al., 1998; KRUIF & TUINIER,
2001; KRUIF et al., 2004).



Os complexos formados pela coacervacao a partir da mistura de solucdes
de substancias com cargas opostas precipitam por interacées eletrostaticas,
formando duas fases, uma chamada de “rica em polimeros” que contém o
coacervado precipitado e outra chamada de “pobre em polimeros”, na qual
permanece o solvente da solugdo (BACHTSI & KIPARISSIDES, 1996; STOTT et
al., 1996; REMUNAN-LOPEZ & BODMEIER, 1996; TOLSTOGUZOV, 1997;
SCHMITT et al.,1998; WANG et al., 1999; WANG et al.,2000; HASHIDZUME et al.,
2002; DICKINSON, 2003; STRAUSS & GIBSON, 2004).

As caracteristicas dos polimeros empregados, do recheio e do complexo
formado influenciam a eficiéncia de microencapsulacdo. Fatores como tensao
superficial do sistema, capacidade de adsorcdo dos polimeros ao recheio,
polaridade do recheio e viscoelasticidade do complexo tém grande importancia na
formacéao da parede das microcépsulas e, por esta razao, influenciam a eficiéncia
do complexo em reter o material de recheio. Normalmente, compostos liquidos ou
particulados hidrofobicos e particulas soélidas com baixa solubilidade sao
microencapsulados com sucesso pela técnica de coacervacao complexa. No caso
de microencapsulacao de recheios hidrossoluveis, essa técnica é dificilmente
aplicada, uma vez que o recheio ficaria dissolvido na solugdo polimérica
(SCHIMITT et al., 1998; KRUIF et al., 2004).

Condicoes fisicas como temperatura, tipo / tempo de agitacdo e pressao
podem influenciar a formacdo e estabilidade dos coacervados produzidos
(SCHMITT et al., 1999; TURGEON et al., 2003).

Os biopolimeros ideais para serem empregados na coacervacao complexa
sao aqueles que apresentam propriedades coloidais hidrofilicas, densidades de
cargas adequadas e cadeias lineares. Alguns exemplos de biopolimeros passiveis
de serem utilizados sdo: gelatinas, alginatos, albuminas, caseina, agar, gomas e
pectinas (VANDERGAER, 1974; THIES, 1995). Diversos sistemas de materiais de
parede ja foram avaliados no processo de coacervagcao complexa, mas o0 mais
estudado e compreendido é o sistema gelatina / goma arabica (GOUIN, 2004).

A coacervacao complexa utilizando o par gelatina / goma arabica sé é
possivel em pH abaixo do ponto isoelétrico da gelatina. E nesse pH que a gelatina
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se torna positivamente carregada, mas a goma ardbica continua negativamente
carregada. O material a ser encapsulado é emulsionado na gelatina e entdo a
goma é adicionada ao sistema. O pH é ajustado para que se forme o coacervado
e a temperatura é reduzida para que as paredes da microcapsula se formem e
ocorra separacao de fase, apés o que as particulas podem ser separadas e
manuseadas. Por fim, as microcapsulas podem ser coletadas e secas (THIES,
1995; SCHERI et al., 2003).

As microparticulas coacervadas podem ser secas, para que se estenda o
tempo de estocagem das mesmas e para que se torne viavel seu uso em produtos
desidratados. Para isso podem ser utilizados os seguintes métodos de secagem:
liofilizacdo, secagem em estufa, remogao da agua por solventes e secagem em
condicoes ambientes. Um problema desses métodos, € que a maioria ndo permite
a obtencéao de particulas individualizadas, interferindo no tamanho do produto final
e nas propriedades de liberacao do recheio. Ja com o uso de secagem em spray
dryer, € possivel a obtencdo de particulas individualizadas, porém, a baixa
resisténcia fisica da parede restringe a aplicagcdo desse processo para a secagem
(THIES, 1995; BURGESS & PONSART, 1998).

3.1.1.2. Microencapsulagao por spray drying

A secagem por atomizacdo ou spray drying, pode ser definida pela
transformacao de um material fluido (solucéo, dispersdo ou pasta) em particulas
secas na forma de pd, pela aspersdo desse fluido em um meio de secagem
aquecido, geralmente o ar (RE, 1998).

A microencapsulagao por esta técnica vem sendo realizada ha décadas, em
diversos processos industriais, para a obtencdo de materiais desidratados na
forma de pés finos, e é o método mais utilizado na industria alimenticia (JACKSON
& LEE, 1991, RE, 1998). E o processo mais empregado de conversio de liquido
para solido com significado comercial (MUTKA & NELSON, 1988).

O principio da microencapsulacao por spray drying baseia-se na obtencao

de uma matriz que retém o composto de interesse na sua estrutura, que
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normalmente é do tipo “esponja”, ou seja, com o nudcleo disperso ao longo da
mesma (TEUNOU & PONCELET, 2002).

O processo é continuo e envolve basicamente as seguintes etapas:
formacdo de uma emulsdo ou suspensao do agente encapsulante e do material
ativo, atomizacdo dessa em uma camara de secagem contendo ar quente
circulando, evaporacdo do solvente com consequiiente secagem das goticulas
atomizadas e separacao do produto seco (JACKSON & LEE, 1991; SHAHIDI &
HAN, 1993; BUFFO et al., 2001). As microparticulas formadas pelo processo de
spray drying apresentam tamanhos variando entre 10 e 100 um (BUFFO et al.,
2001) A Figura 2 ilustra o esquema de um spray dryer de bancada.
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Figura 2: Modelo esquematico de spray dryer Lab Plant SD-05 (VALDUGA et al.,
2003)
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A formacgéao das microparticulas é resultado da rapida perda de umidade da
goticula aspergida pelo atomizador e consequiente formacao de uma matriz rigida
composta pelo material de parede. O processo resulta em particulas esféricas
devido a suspensao livre das goticulas liquidas no meio gasoso, e a eficiéncia na
retencdo do recheio esta relacionada a parametros do processo (temperatura de
secagem e tamanho de goticula formada), caracteristicas do material de parede
(temperatura de transicdo vitrea, tamanho das moléculas) e caracteristicas do
recheio (polaridade, pressdao de vapor, tamanho de molécula) (BALASSA &
FANGER, 1971; REINECCIUS, 1988; RE, 1998; CARDOSO, 2000).

Segundo Brannon-Peppas (1993), Filkova & Mujumdar (1995) e Ré (1998),
esse processo oferece as seguintes vantagens: relativo baixo custo (quando
comparado a liofilizacao); as propriedades e a qualidade do produto sdao mais
eficientemente controladas; alimentos sensiveis a temperatura podem ser secos a
pressdo atmosférica e baixas temperaturas; alta produtividade e rapidez (para
instalacées industriais); grandes producbées em operacao continua com
equipamento relativamente simples; producdo de particulas relativamente
uniformes e esféricas com aproximadamente a mesma propor¢cdo de compostos
volateis do produto inicial e possibilidade de utilizacdo de uma grande variedade
de materiais de paredes. A desvantagem € que a dispersao das capsulas pode ser
dificil devido a formacao de particulas extremamente pequenas.

Segundo Jackson & Lee (1991) esse processo pode ser utilizado inclusive
para materiais termosensiveis desde que a secagem seja muito rapida e o
material de cobertura seja aquecido a temperaturas menores que 100 °C, porém,
perdas podem ocorrer. Este processo também se mostrou adequado para a
microencapsulacdo de materiais bioldgicos, inclusive microrganismos (FAVARO-
TRINDADE & GROSSO, 2002).

Entre as varidveis do processo de secagem, destacam-se os de ordem
operacional do equipamento, tais como: temperatura do ar de entrada e de saida,
fluxo de ar, distribuicado de temperatura e umidade e tempo de residéncia; os de
ordem estrutural: geometria da camara e tipo de ciclone e as variaveis relativas ao

material a ser microencapsulado: viscosidade, solubilidade e estabilidade da
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solucdo/suspensao/emulsdo formada (RE, 1998; CARDOSO, 2000; TEUNOU &
PONCELET, 2002).

Hidrocoldides como gelatina, gomas vegetais, amidos, dextrinas e proteinas
nao-geleificantes, geralmente sdo utilizados como agentes encapsulantes neste
processo (SHAHIDI & HAN, 1993; JACKSON & LEE, 1991).

Microcapsulas obtidas por spray drying que apresentam fissuras na
superficie podem ter sua eficiéncia comprometida. A microscopia eletrénica de
varredura fornece informagdes sobre a morfologia das microcapsulas além de
permitir a avaliacao da integridade das mesmas (ROSENBERG et al., 1985).

A técnica de atomizagdo em spray drying também vem sendo utilizada em
associacbes entre processos de microencapsulacdo, para melhorar as
propriedades e diversificar o uso das microcapsulas. Depois da formacdo de
microcapsulas pelos métodos como gelificacdo ibnica, coacervacao, inclusdo
molecular (ciclodextrinas), elas vem sendo desidratadas em spray dryer ou
liofilizadores, na maioria das vezes com o propésito de aumentar a estabilidade
ao armazenamento, melhorar o manuseio e aplicabilidade das mesmas e em
alguns casos, visando alteracbes em propriedades de liberagcdo do recheio
(BURGESS & PONSART, 1998; LAMPRECHT et al., 2001; ONEDA & RE, 2003;
MARTINS, 2003). Ha também uma associacdo em que a atomizacao é feita na
primeira etapa e posteriormente as capsulas sao submetidas a técnica de
aglomeracao, que permite uma modulacao do tamanho das particulas finais e das
taxas de dissolucdo desse material. Essa associacdo pode ainda promover um
recobrimento adicional, influenciando na cinética de liberacdo dos compostos
aglomerados (JONES, 1988; DEWETTINCK et al., 1999; BUFFO et al., 2002).

3.1.2. Mecanismos de liberacao
Um dos objetivos da microencapsulacdo que tem se tornado bastante
importante industrialmente é a liberacdo controlada, ou seja, a liberagdo do

recheio de uma forma controlada sob um periodo de tempo pré-determinado
(GOUIN, 2004).
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As caracteristicas de liberagdo do material ativo microencapsulado variam
de acordo com a natureza do agente encapsulante, sendo que normalmente
ocorrem devido a mecanismos como: variagdo de temperatura e de pH, ruptura
mecanica, dissolucdo em solventes (0 modo mais comumente utilizado na
industria alimenticia), acdo de forca osmética, acdo de enzimas, por difusdo e
permeabilidade seletiva (BAKAN, 1973; BRANNON-PEPPAS, 1993;
REINECCIUS, 1995; GOUIN, 2004).

As etapas envolvidas na liberagao do recheio sdo: absorcao de solvente pela
capsula (na maioria das vezes agua); dissolucao da parede; dissolugcao do recheio
e permeacao do recheio pela parede e difusdo do recheio no solvente (HEGER,
2001).

A liberacdo controlada é uma tecnologia que pode ser utilizada para
aumentar a eficacia de diversos ingredientes, garantir efetividade do recheio,
ampliar a gama de aplicabilidade, garantir a dose desejada e liberar o0 material
ativo em locais determinados. As primeiras aplicagdes foram em farmacos e
posteriormente a tecnologia se expandiu para outras areas, entre elas, a industria
de alimentos, sendo que o método mais comum para se obter liberacdo controlada
em alimentos é a microencapsulacdo (POTHAKAMURY & BARBOSA-CANOVAS,
1995; VOLOSOV et al., 2000).

Entre as variaveis que permitem o controle na taxa de liberagdo estao: o
coeficiente de difusao, espessura de parede da cdpsula e sua porosidade, a
variagdo na concentracdo de saturacdo do material de recheio e sua distribuicao
na particula (HEGER, 2001).

As vantagens da liberacdo controlada sdo: o material ativo é liberado em
taxas controladas ao longo do tempo, a perda de ingredientes durante o
processamento pode ser evitada ou diminuida e componentes reativos ou
incompativeis podem ser separados (POTHAKAMURY & BARBOSA-CANOVAS,
1995).
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3.1.3. Agentes Encapsulantes

Muitos materiais podem ser utilizados como cobertura para as microcapsulas
entre eles a goma arabica, agar, alginato e carragena; os carboidratos amido,
dextrinas e sacarose; as celuloses carboximetilcelulose, acetilcelulose,
nitrocelulose; os lipideos parafina, mono e diglicerideos, 6leos e gorduras; os
materiais inorganicos sulfato de calcio e silicatos; as proteinas glaten, caseina,
gelatina e albumina (JACKSON & LEE, 1991).

As fungdes do material de parede sao: cobrir e dar forma a microcapsula,
prolongar a vida de prateleira, prevenir a perda de componentes volateis
encapsulados, reter o recheio, protege-lo da oxidacédo, luz, umidade e do contato
com outras substancias e permitir a sua liberacao quando desejavel (KING et al.,
1976; JACKSON & LEE, 1991; NORI, 1996).

A escolha do agente encapsulante depende de uma série de fatores, entre
eles a nao reatividade com o material a ser encapsulado, as propriedades fisico-
quimicas do material (tais como massa molar, solubilidade e difusividade), o
processo utilizado para a formacéo das microcapsulas e a aplicacao final destas.
Normalmente, polimeros hidrossolUveis sao utilizados para microencapsular
nucleos lipossoluveis e vice-versa (BAKAN, 1973; FANGER, 1974; JACKSON &
LEE, 1991; ARSHADY, 1993; CARDOSO, 2000).

Para ser considerado um bom material de parede, ele deve apresentar,
segundo Shahidi & Han (1993), Ré (1998) e Cardoso (2000), as seguintes
caracteristicas: boa propriedade emulsificante e de formacado de filmes, baixa
viscosidade (mesmo em solucbes com alta concentracdo de sélidos), baixa
higroscopicidade, boas propriedades de secagem, estabilidade, auséncia de
sabores desagradaveis e boa protecao ao recheio.

Quando se deseja dar as microparticulas caracteristicas especiais de
solubilidade, permeabilidade, rigidez, entre outras, os polimeros de parede podem
ser submetidos a alteracbes por meio do uso de reticulantes, enzimas,

modificadores quimicos, tratamentos na superficie e multiplas coberturas
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(JACKSON & LEE, 1991; RE, 1998; LAMPRECHT et al., 2000; LAMPRECHT et
al., 2001; LEE & ROSENBERG, 2000).

3.1.3.1. Gelatina

A gelatina € uma proteina hidrossoltuvel de alto peso molecular, pobre em
triptofano, tirosina, cistina e metionina, obtida pela hidrélise parcial do colageno. O
colageno é o principal constituinte das cartilagens e outros tecidos conectivos,
representa 40-60% do estroma e é caracterizado pelo elevado conteudo de
glicina, prolina e hidroxiprolina, e completa auséncia de aminoacidos sulfurados e
de triptofano. Os colagenos sao solubilizados pela acdo de acidos diluidos a pH
3,0-4,0 e precipitam em pH neutro. Por meio do aquecimento prolongado em agua
fervente converte-se também o coldgeno em gelatina (SGARBIERI, 1996; POPPE,
1997; CHAMBI, 2004).

As propriedades da gelatina dependem do método de produgao (acido ou
basico), sua origem, o tipo € nimero de aminoacidos e a massa molar (COESTER
et al., 2000).

As gelatinas possuem carater anfotero, sendo que se apresentam
negativamente carregadas acima de seu ponto isoelétrico e positivamente abaixo
dele. O ponto isoelétrico varia em fungao da obtencao da gelatina, sendo em torno
de 7,0 a 9,4 para gelatinas do tipo A (pré-tratamento de hidrélise com pH acido) e
entre 4,5 e 5,3 para as do tipo B (pré-tratamento alcalino) (IMESON et al., 1997;
BERTAN, 2003).

Observa-se um aumento da utilizacdo da gelatina ao longo dos anos nas
industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos. Na industria de alimentos,
ela é utilizada como um ingrediente para aumentar a estabilidade dos produtos,
sendo entdao imprescindivel que a mesma apresente boas propriedades
reolégicas. As propriedades de forca de gel, viscosidade e ponto de fusdo sao
influenciadas pelos seguintes fatores: concentracdo da solugao de gelatina, tempo
e temperatura de maturacdo do gel, pH e teor de sal (CHOI & REGENSTEIN,
2000).
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Trata-se também de um importante material de parede, atéxico e barato.
Apresenta boa capacidade de formacao de géis e filmes termo-reversiveis, sendo
considerada um bom material de parede para a producdo de microcapsulas por
diversas técnicas diferentes (SHAHIDI & HAN, 1993; POPPE 1997; BERTAN,
2003). O carater anfétero da gelatina permite seu emprego na técnica de
microencapsulacao por coacervagao (SHAHIDI & HAN, 1993).

3.1.3.2. Goma arabica

As gomas séo polimeros de cadeias longas, de alto peso molecular e que
podem se dispersar ou dissolver em agua fria ou quente, produzindo um efeito
espessante ou gelificante (ZANALONI, 1992). Sua principal propriedade é dar
textura aos produtos alimenticios, sendo utilizadas na estabilidade de emulsdes,
controle de viscosidade, cristalizacdo, suspensdo de particulas, inibicdo da
liberacdo de agua dos produtos alimenticios processados, podendo também
funcionar como importante agente encapsulante (GLICKSMAN, 1982). Gomas e
coléides de base vegetal sdo normalmente usados para a microencapsulacao de
ingredientes alimenticios por serem comestiveis, sendo a grande maioria
constituinte da dieta alimentar humana (ARSHADY, 1993).

A goma arabica (também conhecida como goma acacia e goma indiana) é
uma goma natural exsudada de determinadas arvores e obtida como resposta a
ferida por incisdo no tronco e galhos da planta. Aproximadamente 75% da
producdo da goma vem da espécie Acacia senegal (THEVENET, 1988). Segundo
Osman et al. (1993), ela é a mais antiga das gomas conhecidas (2.650 a.C.). Era
utilizada como bandagem em mumificacdo e recentemente como adesivo nos
selos postais.

Quimicamente, a goma arabica é um sal neutro ou levemente acido,
constituida por uma mistura complexa de sais (ions célcio, magnésio e potassio)
do &cido arabico (PRAKASH & MANGINO, 1990; BUFFO et al., 2001).

A goma ardbica possui fracées com diferentes estruturas quimicas. A fracao
principal (que representa cerca de 70% da goma) é constituida de cadeias de
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polissacarideos com pouco ou nenhum material nitrogenado. Ha também uma
fracdo que parece ser a responsavel pelas suas propriedades emulsificantes e
estabilizantes, a fragcdo protéica (cerca de 2%) ligada covalentemente ao
carboidrato (BUFFO et al., 2001; RODRIGUES-HUEZO et al., 2004).

Esta goma é inodora, quase insipida, insoluvel em alcool etilico, mas
soluvel em &gua e apresenta baixa viscosidade quando comparada a outros
polissacarideos de massa molar similar. Sabe-se que a goma é negativamente
carregada acima de pH 2,2, e a baixos pHs (<2,2) a dissociacdo dos grupos
carboxilas € suprimida.

A goma ardbica é um dos agentes encapsulantes mais utilizados devido as
suas propriedades emulsificante, estabilizante, alta solubilidade, baixa viscosidade
e pela acao protetora contra a oxidacao de volateis, durante processamento e
estocagem (BUFFO et al., 2001; SANCHEZ et al., 2002).

3.1.3.3. Amidos Modificados

O mercado de amidos tem crescido e se aperfeicoado nos ultimos anos,
levando a busca de produtos com caracteristicas especificas, que atendam as
exigéncias da industria. Os amidos em sua forma natural apresentam
desvantagens para o uso industrial, tais como insolubilidade em agua fria e
retrogradacado. A producdo de amidos modificados € uma alternativa que vem
sendo utilizada com o objetivo de superar uma ou mais limitacdes dos amidos
nativos. As modificacées alteram as propriedades do amido, aumentando sua
utiidade nas aplicacbes industriais (XIE et al., 2005; SILVA et al., 2006). A
funcionalidade do amido pode ser modificada por meios fisicos, quimicos e
biotecnolodgicos (XIE et al., 2005).

De acordo com Bemiller (1997), os objetivos da modificacdo dos amidos
sao: diminuir a retrogradacdo e a tendéncia das pastas em formarem géis;
aumentar a estabilidade ao resfriamento e descongelamento e a adesividade;
melhorar a textura das pastas ou géis e a formacado de filmes; adicionar
grupamentos hidrofébicos e introduzir poder emulsificante.
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A modificacdo fisica pode ser realizada para melhorar a solubilidade em
agua e alterar o tamanho da particula. Os métodos de modificagao fisica incluem o
tratamento dos granulos sob diferentes combinagdes de temperatura / umidade,
pressdo, irradiacdo e atrito mecanico. O amido é largamente modificado
quimicamente, e os métodos quimicos mais comumente utilizados sdo: tratamento
acido, cross-linking, oxidacdo e substituicdo. A biotecnologia fornece meios de
modificacdées durante o crescimento da planta. Podem ser produzidos amidos com
diferentes niveis de amilose e fosforo. Amidos com novas funcionalidades também
podem ser encontrados em plantas com mutagdes naturais e tém sido largamente
utilizados nas industrias alimenticias, devido as suas propriedades naturais (XIE et
al., 2005).

O Capsul® é um amido modificado quimicamente pela incorporagéao de um
componente lipofilico. Esta modificacdo da ao material uma excelente capacidade
de retencao de volateis durante a atomizagcdo em spray dryer (SHAHIDI & HAN,
1993; REINECCIUS, 1991; MARCHAL et al., 1999). De acordo com o laudo
analitico fornecido pelo fabricante, o Capsul® é um amido alimenticio modificado
obtido de milho ceroso, com valor de pH em torno de 3,25 e altamente soluvel em
agua (97%).

3.1.4. Material Ativo

Os materiais utilizados como recheio das microcapsulas podem estar em
qualquer estado fisico e qualquer material que necessite de protecao, isolamento
ou liberacdo controlada pode ser microencapsulado (JACKSON & LEE, 1991;
RISCH, 1995).

Entre os materiais que podem ser encapsulados, para aplicacdo na
industria alimenticia, incluem-se 6éleos, vitaminas, aminodcidos, hidrolisados
protéicos, acidos, aromatizantes, edulcorantes, minerais, corantes, enzimas e
microrganismos (JACKSON & LEE, 1991; AUGUSTIN et al., 2001; FAVARO-
TRINDADE et al., 2008).
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3.1.4.1. Licopeno

O licopeno é um carotendide pertencente ao grupo dos carotenos, aciclico,
com 40 atomos de carbono, 11 duplas ligacées conjugadas e 2 ndao conjugadas,
como pode ser observado na Figura 3. E um pigmento natural, lipofilico,
sintetizado por plantas e microrganismos e responsavel pela cor vermelha de
frutos como tomate, mamao, pitanga, goiaba vermelha e melancia. Na
alimentacao humana, a maior fonte de licopeno é o tomate. No tomate maduro,
cerca de 80 a 90% dos pigmentos presentes é licopeno. O nome cientifico deste
fruto € “Lycopersicon esculentum", de onde surgiu o nome “licopeno” (WONG,
1995; EDGE et al., 1997; CLINTON, 1998; NGUYEN & SCHWARTZ, 1999; RAO &
AGARWAL, 1999; MORAIS, 2001; OMINI & ALUKO, 2005).

Figura 3: Estrutura do licopeno

O licopeno é um dos carotendides mais encontrados no soro sanguineo
humano e o predominante no plasma (STAHL & SIES, 1996; AGARWAL & RAO,
2000). Devido ao elevado numero de duplas ligacées conjugadas, € considerado
um dos mais potentes antioxidantes entre os carotendides. A atividade
antioxidante é destacada pela capacidade de sequestrar o oxigénio singlete e por
reagir com os radicais peroxidos. A capacidade do licopeno em sequestrar
oxigénio singlete equivale ao dobro da capacidade do B-caroteno e dez vezes
maior que a do a-tocoferol (DIMASCIO et al., 1989).

Segundo Stahl e Sies (1996), as primeiras observacées nas atividades
bioldgicas do licopeno ocorreram em 1959, em estudos com ratos que sofreram

irradiacbes e na resisténcia contra bactérias infecciosas. O interesse neste
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carotendide cresceu em anos recentes, devido aos estudos que o associam a
diminui¢do do risco de doencgas cardiovasculares e cancer.

O aumento do consumo de tomate e de outros produtos que contenham
licopeno tem sido associado com a protecado contra diversos tipos de cancer. O
licopeno ainda previne a oxidagdo do colesterol LDL, reduz o risco de
desenvolvimento de arteriosclerose e previne contra doengas coronarias
(MORAIS, 2001).

Giovannucci (1999) constatou que a maioria dos estudos da relagdo do
consumo de tomate ou licopeno com o risco de cancer de pulmao e estdmago
aponta para uma associagao inversa. Trés estudos de caso relataram que ha uma
diminuicdo de cerca de 60% na incidéncia de cancer de colo e de reto quando
associada uma alta ingestdo de tomate (HU et al.,, 1991; FRANCESCHI et al.,
1994; FRANCESCHI et al., 1997).

Um estudo mostrou que o consumo de tomate ou licopeno diminuiu em
39% o risco de cancer de es6fago em homens, porém nenhuma relacao foi obtida
para mulheres (COOK-MOZAFFARI et al., 1979). Giovannucci (1999) também
relatou que 4 estudos apontaram para uma relagao inversa entre 0 consumo de
tomate ou licopeno e o risco de cancer de pancreas.

Em relacdo ao cancer de préstata, estudos mostram que o consumo de
licopeno esta relacionado com a diminuicao deste tipo de cancer e que homens,
com elevados niveis de licopeno no plasma sanguineo, tém aproximadamente
25% de redugcdo no risco de desenvolver a doenca e 44% de redugcdo a
desenvolver a forma agressiva deste tipo de cancer (GIOVANNUCCI et al.,1995;
CHAN et al., 1998).

Os resultados do estudo de Levy et al. (1995) mostraram que o licopeno
inibe a proliferagdo de células carcinogénicas no endométrio, mamas e pulméo
mais eficientemente que a e B-carotenos.

Diversos estudos indicam que o consumo de licopeno pode reduzir o risco
de doencas cardiovasculares e proteger contra o0 desenvolvimento de
arteriosclerose (OMINI & ALUKO, 2005). H4 também um estudo que sugere que
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uma dieta rica em licopeno pode reduzir o risco de osteoporose em mulheres, com
idade entre 50 e 60 anos (RAO et al., 2007).

A incorporacdo deste pigmento em alimentos objetiva principalmente a
coloragdao e a conferéncia de caracteristicas funcionais. Entretanto, devido ao
elevado numero de duplas ligacées conjugadas, o licopeno é susceptivel a
isomerizacdo e oxidacao durante o processamento e estocagem (MATIOLI &
RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

3.1.4.1.1. Microencapsulacdo de licopeno

A busca de alguma maneira de preservar o licopeno durante o
processamento e a estocagem de alimentos é intensa (MATIOLI & RODRIGUEZ-
AMAYA, 2002). Atualmente sao realizados estudos visando proteger os pigmentos
instaveis por microencapsulacéo, suspensao ou pelo uso de outros antioxidantes
naturais (PSZCZOLA, 1998). A alternativa mais aplicada para aumentar a
estabilidade de carotendides é a técnica de microencapsulacdo (NUNES &
MERCADANTE, 2007).

Matioli e Rodriguez-Amaya (2002) encapsularam licopeno extraido de
goiaba vermelha, pelos métodos da liofiolizacdo e de spray drying. Os agentes
encapsulantes foram goma arébica e o par goma arabica / maltodextrina. O estudo
de estabilidade foi realizado em temperatura ambiente, na presenca e auséncia de
luz por um periodo de 40 dias. Foi constatado que o licopeno encapsulado em
goma arabica e maltodextrina pelo método da liofilizagao apresentou maior tempo
de meia vida.

Matioli e Rodriguez-Amaya (2003) estudaram a microencapsulacdo de
licopeno utilizando ciclodextrinas (CD) como agentes encapsulantes (a-CD, 3-CD
e y-CD). Foram formados complexos de inclusao molecular com as 3-CD e y-CD,
no entanto, isso ndo ocorreu com as a-CD. Foi constatado que ap6s 180 dias de
armazenamento a 15 °C, o licopeno nao se degradou no complexo com y-CD e
quanto a estabilidade a luz, houve retencdo de 100% em 40 dias de

monitoramento a temperatura ambiente. Utilizando os mesmos trés tipos de
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ciclodextrinas para a encapsulacao, Blanch et al. (2007) constataram que a -CD
foi 0o agente encapsulante mais favoravel na estabilizagdo do licopeno, em
temperatura ambiente na presenca de oxigénio e luz.

Shu et al. (2006) microencapsularam licopeno por spray drying, utilizando
como agentes encapsulantes misturas de gelatina e sacarose e constataram que a
estabilidade a 0 °C do licopeno microencapsulado foi significativamente maior em

relacdo ao material livre armazenado na mesma temperatura.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

Coacervacao complexa: Material ativo encapsulado: licopeno disperso em
6leo (20% de licopeno) (Basf — lote: 74709816KO - Alemanha) e polimeros de
parede: gelatina suina tipo A (Gelita South América — lote: 240P/6 - Brasil) e goma
arabica (CNI-Rouen - lote: IRX49345 - Franga).

Atomizacado em spray dryer: licopeno disperso em 6leo (10% de licopeno)
(DSM — lote: UE00603001 - Suécia) como material ativo encapsulado e amido
alimenticio modificado - Capsul® (National Starch - lote: MFY-212 - EUA) como
material de parede.

4.2. Metodologia

4.2.1. Producao das microparticulas por coacervacdao complexa

A metodologia utilizada para a obtencdo das microparticulas por
coacervagao complexa pode ser observada no fluxograma da Figura 4 e foi
adaptada dos procedimentos descritos em Thies (1995) e Lamprecht et al. (2000).
A solucao de gelatina e o licopeno foram misturados em agitador ultra turrax (IKA
T18 Basic, Rio de Janeiro — Brasil) a 10.000 rpm, por 3 minutos, a fim de se obter
uma emulsdo. Em seguida, a emulsdo foi misturada a solucdo de goma arabica
em agitador mecénico adicionando-se agua (o dobro do volume do sistema). O pH
foi ajustado para 4,0 £ 0,01, com acido cloridrico (0,5 M). Durante todo o processo
a temperatura foi controlada e mantida a 50 = 3° C.

O sistema foi mantido sob agitacdo durante o resfriamento (em banho de
gelo) até atingir 10 °C, depois acondicionado em refrigerador a 3 °C por 24 horas
para a completa precipitacdo das particulas. Para a secagem do material foi
retirado o0 excesso de agua, utilizando-se uma peneira (Mesh de 25 pm). O
coacervado foi disposto em placas de plaxiglass cobertas com papel aluminio
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contendo pequenos orificios e levado ao congelamento lento, em freezer a —20 °C
por 24 horas. A secagem foi realizada por liofilizacao. As amostras permaneceram
no liofiizador (Edwards Pirani 501 - West Sussex, Inglaterra) por
aproximadamente 3 dias consecutivos, nas seguintes condigcdes operacionais:
temperatura do condensador —60 °C, pressdo 10" mbar e temperatura final de
25 °C.

Emulsificagao

Gelatina 10.000 rpm — 3 min Licopeno
50 + 3°C * disperso em oleo
Emulsao
Goma Arabica
20 + 3°C Aditacio Magnética

Agua Deionizada

Agitacio Magrética 20 + 3°%C

Ajuste do pH com HCI _
(4+0,01)  Agitagio Magnétics]

Resfriamento lento

F 3

Banho de gelo (10 = 2°C)
Refrigeracao ~ | AgitacEio Magnética
30Ci24h
{decantagdo)

Y
Microparticulas coacervadas

Figura 4: Fluxograma de producédo das microparticulas por coacervacao.

As condicdes de producado utilizadas estao descritas na Tabela 1 e foram
baseadas no trabalho de Alvim (2005), que estudou diferentes condi¢cdes de
producao de microparticulas coacervadas utilizando gelatina e goma arabica como

materiais de parede.
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Tabela 1: Condigdes utilizadas na producao de microparticulas coacervadas

Emulsificacao recheio-gelatina Ultraturrax (10.000 rpm / 3 min)
Agitacao durante o processo Agitador magnético
Temperatura durante o processo 50+3°C
pH de coacervacao 4,00 £ 0,01
Temperatura final de resfriamento 10 °C
Decantacao das microparticulas Geladeira—3°C /24 h

Os sistemas diferiram entre si em relacdo a concentracao das solucoes de
polimeros de parede (2,5; 5,0; 7,5%) e a quantidade de recheio em relagdo ao
peso total de polimeros de parede (25, 50,75%), resultando em nove sistemas,
descritos na Tabela 2. A propor¢cao entre os dois materiais de parede foi mantida
em 1:1 para todos os sistemas. A escolha desses valores foi baseada em
trabalhos realizados anteriormente (ALVIM, 2005 e PRATA, 2006) que estudaram
diferentes concentracdes de recheio e parede.

Para a avaliacdo dos sistemas foram consideradas a morfologia das
microparticulas e a eficiéncia de encapsulacéao (%EE).

Tabela 2: Sistemas de producao das microparticulas

Solucao de polimeros de Quantidade de recheio em

Sistema Parede (%) relacédo a parede (%)
1 55 25
, 25 50
) 25 75
, 5.0 25
) 5.0 50
- 50 75
, 75 25
. 75 50
o 75 75
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4.2.1.1. Caracterizacdo das microparticulas — selecao para o teste de estabilidade
4.2.1.1.1. Didmetro médio, distribuicao de tamanho e morfologia

Para avaliar as caracteristicas morfoldgicas das microparticulas, foi utilizado
um microscépio o6tico (Nikon Eclipse E800 — Toékio, Japdo) munido do software
Image Pro Plus 4.0 para a obtengdo das imagens. Para o célculo do diametro,
mediu-se um minimo de 300 particulas de cada sistema, com o auxilio do mesmo

software.
4.2.1.1.2. Eficiéncia de encapsulagdo (%EE)

A eficiéncia de encapsulacao foi calculada como a quantidade de licopeno
presente nas microparticulas, em relacdo ao licopeno inicialmente utilizado na
producao das mesmas.

O licopeno foi quantificado por espectrofotometria (Espectrofotémetro
Biochrom Libra S22 — Cambridge, Inglaterra). O rompimento das microparticulas
foi realizado por meio da adaptacdo dos métodos descritos em Yeo et al. (2005) e
Prata (2006). As particulas (aproximadamente 10 mg) foram adicionados 10 mL de
solucdo de NaCl 0,5 M e 10 mL de solugcao de dodecil sulfato de sodio (SDS) 1%.
Os tubos contendo tal mistura foram agitados por 1 minuto. Depois foram
adicionados 20 mL de éter de petréleo e 10 mL de alcool etilico absoluto. Retirou-
se a fracao de éter de petrdleo (que carregava o licopeno), leu-se a absor¢ao no
visivel no comprimento de onda 470 nm e realizou-se o célculo da concentragao
de licopeno utilizando o coeficiente de absorcao 3450 e a Equacao 1, de acordo
com Rodriguez-Amaya (2001). A eficiéncia de encapsulacao foi calculada por

meio da Equagéo 2:

Absorhdnei a = Vol(éter -de - petrdlec (L) < 101 Equacao 1
Massa - de - amostra{ g = Cogficiente - de - absaredo

[ficopeno]iug fgi=
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EE(%) = Licopenao - quantificado 100 Equacio 2
Licopeno - inicial - wililizado

4.2.1.2. Determinagdo da estabilidade a temperatura do material liofilizado

Os dois melhores tratamentos, em relacao a eficiéncia de encapsulacao e a
morfologia, foram avaliados em relacdo a estabilidade frente a temperatura, em
comparacdo ao licopeno livre. Pequenas quantidades de cada amostra
(microparticulas liofilizadas e licopeno na forma livre) foram acondicionadas em
frascos de vidros com tampas de borracha e fechados a vacuo na funcao
“fechamento a vacuo” de um liofilizador (Terroni LC 1500 — Sao Carlos, Brasil ) e
armazenadas nos frascos recobertos com papel aluminio, nas temperaturas de 10
e 25 °C. As amostras foram quantificadas aproximadamente a cada 7 dias, por
um periodo de 73 dias, segundo a metodologia adotada para o calculo da
eficiéncia de encapsulacdo. Para cada dia de analise, um frasco de cada amostra

era aberto, preservando as demais amostras do contato com o oxigénio e a luz.
4.2.1.3. Caracterizacao

O sistema que apresentou melhor desempenho no teste de estabilidade do
material liofilizado seguiu para a etapa de caracterizacao.

4.2.1.3.1. Avaliagdo morfologica, diametro médio e distribuicdo de tamanho

Foram realizadas analises por microscopia 6tica (MO) e por microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

Por meio de microscopia Otica, realizou-se a determinacdo de diametro
médio e distribuicdo de tamanho do sistema, nas formas uUmido, liofilizado e
reidratado. Utilizou-se um microscopio ético (Nikon Eclipse E800) munido do
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software Image Pro Plus 4.0 para a obtencédo das imagens e para a determinacéo
do tamanho das particulas. No minimo 300 particulas foram medidas para cada
amostra analisada. A dispersao das amostras para a captacdo das imagens foi
feita em agua (para as amostras umida e reidratadas) ou glicerol (para a amostra
liofilizada).

Para a observacao por MEV, as patrticulas liofilizadas foram fixadas em fitas
adesivas metdlicas aderidas em stubs também metélicos. Os stubs foram
submetidos a um recobrimento por uma fina camada de ouro em evaporador
(Balzer SCD50 — Lichtenstein, Austria) por 180 segundos e corrente de 40 mA. A
observacado das amostras se deu em um microscépio eletrénico de varredura (Jeol
JMS-T300 — Tékio, Japao) com voltagem de 10kV.

4.2.1.3.2. Densidade

Para a determinacdo da densidade, adotou-se a metodologia descrita em
Goula & Adamopoulos (2005), transferindo-se 2,0 g de material para uma proveta
graduada. A densidade foi calculada dividindo-se a massa pelo volume ocupado e
o teste foi realizado em triplicata.

4.2.1.3.3. Higroscopicidade

Para a determinacao da higroscopicidade, amostras de 2 g de material, em
placas de petri, foram acondicionadas por uma semana em dessecador contendo
solugdo saturada de Na,SO4 (81% de umidade relativa). A higroscopicidade é
medida através da massa de agua absorvida pela amostra. Esta metodologia foi
adotada de Cai & Corke (2000).
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4.2.2. Producao de microparticulas por spray drying

Para a obtencao de microparticulas por spray drying, foram utilizados o
amido modificado (Capsul®) com agente encapsulante e a dispersao de licopeno
em 0leo (10% de licopeno) com material ativo a ser encapsulado.

Foram preparadas 3 suspensdes que diferiram entre si em relacdo a
concentragao de recheio (5, 10 e 15% em relacao aos sélidos totais da solucao).
Todas as suspensodes continham 30% de sélidos totais.

O Capsul® foi previamente dissolvido em agua destilada e posteriormente
adicionou-se o licopeno. Para a obtencdo da emulséo, a solugao foi misturada em
agitador ultra turrax (IKA T18 basic) a 10.000 rpm, por 3 minutos. A emulsao foi
mantida sob agitacdo, em um agitador mecénico com barra magnética, ao longo
de todo o processamento da secagem, que foi realizada em atomizador (Lab Plant
SD-05 — Huddersfield, Inglaterra). As condi¢cdes operacionais de trabalho foram
fixadas em: didmetro do bico atomizador (0,5 mm), vazao de liquido (10 mL/min),
temperaturas de entrada e de saida do ar 180 e 98 + 2 T respectivamente.

4.2.2.1. Eficiéncia de Encapsulacao

Adaptou-se 0 método descrito em Risch & Reineccius (1988) para o calculo
da eficiéncia de encapsulagéo: cerca de 10 mg de amostra foram dissolvidas em
0,5 mL de agua, para que houvesse o rompimento das microparticulas. A seguir
foram adicionados 10 mL de acetona. Depois de agitados, os tubos
permaneceram em repouso no escuro, por cerca de 2 horas para que ocorresse a
decantacdo do material de parede. Leu-se a absor¢cdo em espectrofotbmetro
(Beckman DU70 — Califérnia, Estados Unidos) e por meio de uma curva-padrao
previamente elaborada, pdde-se calcular a concentracao de licopeno presente nas
microparticulas.

A eficiéncia de encapsulacao foi calculada como a quantidade de licopeno
presente nas microparticulas, em relacao ao licopeno inicialmente utilizado na

producdo das mesmas.
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4.2.2.2. Estabilidade a temperatura

As trés amostras de microparticulas foram avaliadas quanto a estabilidade
a temperatura. O fechamento e armazenamento das amostras (microparticulas e
licopeno livre) foram realizados de forma analoga ao teste de estabilidade para as
microparticulas coacervadas (item 4.2.1.2.). A quantificacdo foi realizada por 73
dias, a cada 7 dias, por meio da metodologia utilizada para o calculo da eficiéncia
de encapsulagdo das microparticulas obtidas por spray drying.

4.2.2.3. Caracterizacao

A caracterizacdo morfolégica das trés amostras foi realizada por MEV,
conforme descrito anteriormente (item 4.2.1.3.1). Também realizaram-se as
analises de densidade e higroscopicidade descritas nos itens 4.2.1.3.2 € 4.2.1.3.3

respectivamente.

4.2.3. Aplicacao em sistema alimenticio

O sistema modelo escolhido para a aplicacdo das microparticulas foi bolo.
Foram preparados os seguintes bolos: (i) com microparticulas coacervadas
umidas, (ii) com microparticulas coacervadas liofilizadas, (iii) com microparticulas
obtidas por spray drying, (iv) com licopeno na forma livre e (v) um bolo padrao
(sem adic&o de licopeno).

Para a preparacao do bolo padrao (sem adicao de licopeno), foram batidos
em batedeira doméstica 150 g de margarina (Leco) e 2 ovos, depois, sem parar de
bater, foram adicionados 240 g de acucar cristal (Unido) e posteriormente 240 g
de farinha de trigo (Sol) e 240 mL de leite integral (Lider), intercaladamente.
Desligou-se a batedeira e adicionaram-se 10 g de fermento em p6 (Royal). A
mistura foi colocada em férma untada e enfarinhada e levada ao forno (pré-
aquecido) por aproximadamente 40 minutos.
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A adicao das microparticulas para a formulacao dos bolos (i), (i), (iii) se deu
misturando as mesmas ao leite a 50 °C. O licopeno na forma livre (formulacao (iv))
foi adicionado a massa apés a adicao da farinha e do leite.

Para as formulagbes (i) e (i) foram utilizadas as microparticulas
coacervadas do sistema 6 (com recheio de licopeno disperso em 6leo — 20% de
licopeno). Com base no valor de umidade calculada para as microparticulas
coacervadas Umidas (estufa/105 °C), pbde-se calcular a quantidade a ser
adicionada da mesma, para manter a mesma concentracdo de licopeno nas
formulagdes. Para a formulagéao (iii), preparou-se microparticulas por spray drying
com uma concentracao de recheio (licopeno disperso em 6leo — 10% de licopeno)
igual a 10% e foi utilizada na formulagcdo do bolo uma quantidade de
microparticulas de forma a conter a mesma quantidade de licopeno em relagao as
formulagdes (i) e (ii). O mesmo foi feito para se calcular a quantidade de licopeno
ndao encapsulado que foi adicionado na formulacdo (iv). Desse modo, as
formulagdes (i), (ii), (iii) e (iv) continham a mesma concentragdo de licopeno. A
determinacdo da quantidade de microparticulas utilizada em cada amostra foi
baseada em Santos (2003), que utilizou uma proporcdo de 0,31 g de
encapsulado/250 g de massa de bolo antes de assar. Sendo assim, cada
formulagédo continha 0,096 g de licopeno puro (descontando o éleo contido nas
dispersoes).

4.2.3.1. Avaliagao Instrumental de cor do sistema alimenticio

A andlise da cor aparente dos bolos foi realizada pela medicao das
coordenadas Lab, utilizando-se um colorimetro (Hunter Lab - Color Quest Il —
Virginia, Estados Unidos), por medidas objetivas, por meio de reflexdao direta. A
leitura foi realizada com o iluminante D65, angulo de visdo com abertura de 10% e
em modo RSIN.

Para a medicdo de cada amostra de bolo foram cortadas fatias de
aproximadamente 2 cm de espessura. Para evitar danos no equipamento por

entrada de pequenos pedacos de amostra, utilizou-se um filme plastico em sua
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abertura durante a calibracdo, para que o filme pudesse permanecer durante a
analise das amostras sem alterar o resultado. Para cada amostra foram realizadas

5 leituras em diferentes pontos aleatérios.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Producao das microparticulas por coacervacao complexa

Foram produzidos nove sistemas de coacervagdao complexa, identificados
como: 1, 2 e 3 com parede 2,5% e recheios 25, 50 e 75% em relacdo ao peso total
de polimeros de parede, respectivamente; 4, 5 e 6 com parede 5,0% e recheios
25, 50 e 75% e sistemas 7, 8 e 9 com parede 7,5% e recheios 25, 50 e 75% .

Para todos os sistemas produzidos houve formagdo de precipitado e
sobrenadante limpido.

Analisando os resultados de morfologia e eficiéncia de encapsulacao, foi
possivel determinar os melhores sistemas para serem avaliados em relacao a
estabilidade, e posteriormente escolher o sistema a ser caracterizado e utilizado

na aplicacao em sistema alimenticio.

5.1.1. Morfologia das microparticulas coacervadas

Por microscopia o6tica, observou-se que as microparticulas dos sistemas 1
ao 6 eram esféricas, multinucleadas e com parede definida (Figuras 5 e 6). As
microparticulas dos sistemas 7 ao 9 (parede 7,5%) diferiram das demais em
relacdo ao formato, se apresentando sem forma definida (Figura 7). Bueno (2008)
também observou microparticulas nao esféricas para sistemas de coacervagao de
oleoresina de paprica em gelatina e goma arabica, com concentracdao de
polimeros igual a 7,5%. De acordo com Schmitt et al. (1999), polimeros em
excesso podem ocasionar um excedente de cargas, prejudicando a formagéao do
complexo. Além disso, Thies (1995) e Burgess (1994) afirmam que o aumento da
viscosidade, causado pela alta concentracdo de polimeros em solucao também
pode interferir na formacdo das microparticulas, uma vez que a mobilidade das
macromoléculas pode diminuir a ponto da competicdo com as moléculas do
solvente se tornar maior. Em estudos de coacervagao complexa utilizando gelatina

e quitosana como materiais de parede, Remunan-Lopez & Bodmeier (1996)
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também concluiram que a quantidade total de polimeros de parede é decisiva para
a formacao das microparticulas coacervadas.

Independente da concentracao de polimeros, observou-se um aumento
aparente de recheio nas microparticulas conforme se aumentava a concentracao
do mesmo, de acordo com o observado por Alvim (2005) e Bueno (2008).
Lamprecht et al. (2001) observaram esse mesmo comportamento de aumento
aparente de recheio, porém até um certo limite, depois do qual observava-se
recheio fora das microparticulas.

Nas microparticulas com 25% de recheio (sistemas 1, 4 e 7) e no sistema 2
houve a formagcdo de microparticulas praticamente vazias (Figuras 5A, 6A, 7A,
5B), comportamento observado por Alvim (2005) e Bueno (2008), para
microparticulas coacervadas com 25% de recheio.
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Figura 5 : Imagens obtidas por microscopia ética de microparticulas coacervadas
Uumidas, elaboradas com 2,5% de concentracao de polimeros de parede. A =
sistema 1 (25% de recheio); B = sistema 2 (50% recheio) e C = sistema 3 (75%

de recheio). Barras = 100 um
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Figura 6: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
Uumidas, elaboradas com 5% de concentracdo de polimeros de parede. A =
sistema 4 (25% de recheio); B = sistema 5 (50% recheio) e C = sistema 6 (75%

de recheio). Barras = 100 um
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Figura 7: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
umidas, elaboradas com 7,5% de concentracao de polimeros de parede. A =
sistema 7 (25% de recheio); B = sistema 8 (50% recheio) e C = sistema 9 (75%

de recheio). Barras = 100 um

5.1.2. Diametro medio e distribuicdo de tamanho das microparticulas

coacervadas

Foram calculados os didmetros médios e a distribuicdo de tamanho das
particulas dos sistemas de 1 a 6. Por ndo apresentarem a esfericidade necessaria,
nao foi possivel determinar os didmetros dos sistemas 7, 8 e 9. Os valores de
didmetro médio encontram-se na Tabela 3 e as distribuicbes de tamanho, na

Figura 8.
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O didmetro médio das microparticulas analisadas variou entre 61 e 144 um
(Tabela 3), em concordancia com trabalhos da literatura, que citam variacdes
entre 1 e 500 pm (FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Os desvios padrdo obtidos
sao altos e inerentes a técnica de microencapsulacao utilizada, conforme pode
também ser observado através das microscopias o6tica e eletrénica, apresentadas
nesse trabalho. Porém, pelos histogramas da Figura 8, verifica-se que as
distribuicbes de tamanho das microparticulas de todos os sistemas sdo unimodais
e estao proximas a normal.

Houve diferenca de tamanho de particulas entre os sistemas 1, 2 e 3
(parede 2,5%) em relacao aos sistemas 4, 5 e 6 (parede 5%), indicando que
houve influéncia da concentracdo de polimeros de parede no tamanho das
microparticulas. Essa influéncia é citada em estudos que fazem associagcées do
tamanho das microparticulas com parametros de producéao, tais como: propor¢cao
entre os polimeros de parede, concentragdo de polimeros utilizados, quantidade
de recheio, velocidade de agitacdo, taxa de resfriamento e tipo de secagem
(BACHTSI & KIPARISSIDES, 1996; MENGER et al.,, 2000; LAMPRECHT et al.,
2001; NAKAGAWA et al., 2004).

Tabela 3: Diametro médio das microparticulas obtidas por coacervagéao complexa
pelos sistemas 1 ao 6.

Sistema Diametro médio * desvio padrao (um)
1 1442 + 79

1342 + 60

1442 + 98

64° £17

72° + 26

61°+20

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre

D o0 B~ WD

as amostras (p<0,05)
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5.1.3. Eficiéencia de Encapsulacao das microparticulas coacervadas
liofilizadas

Os valores de eficiéncia de encapsulacado obtidos para as microparticulas
coacervadas estao apresentados na Tabela 4.

Somada a avaliagdo morfolégica, a eficiéncia de encapsulacao foi utilizada
para determinar os dois melhores sistemas, para serem utilizados na continuacao
do estudo. Verifica-se que o maior valor encontrado foi para o sistema 7, porém,
na avaliacdo morfolégica observou-se a formacdo de particulas disformes,
inviabilizando a escolha desse sistema. Dessa forma os dois seguintes maiores
valores obtidos foram os dos sistemas 1 e 6, e por isso, foram os sistemas de
coacervacgao escolhidos para o estudo de estabilidade.

Alvim (2005) também encontrou altos valores de eficiéncia de encapsulagéo
(maximo de 94,7%) para sistemas de coacervacdo complexa de oleoresina de
paprica, com condicdes de processamento similares aos deste estudo.

Alguns valores extrapolam os 100% de eficiéncia de encapsulagao. Isso
indica que houve uma superestimacdo pelo método utilizado, no entanto,
considerou-se que o mesmo erro de metodologia foi empregado para todos os
sistemas, ndao afetando a escolha das maiores eficiéncias para o teste de
estabilidade. Além disso, considerou-se que a superestimagdao nao foi grande,
uma vez que os sobrenadantes de todos os sistemas se apresentaram limpidos
apds a precipitacdo dos sistemas, indicando que nao havia presenca de recheio

nao encapsulado, pois caso houvesse, haveria separacao de fases visivel.
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Tabela 4: Eficiéncia de encapsulacdo de microparticulas obtidas por coacervacao

complexa

Sistema Eficiéncia de encapsulacao (%)
101,19% + 3,88

91,94° + 3,42
99,63%° + 3,58

97,59%° + 1,93

99,75%° + 1,24

101,37% + 1,07

103,24 £ 1,12

93,79 + 4,55

95,04 + 1,57

© 00 N OO O A WO N =

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferencga significativa entre

as amostras (p<0,05)

5.2. Producao das microparticulas por spray drying

A producao de microparticulas por spray drying resultou em pos finos de
coloracao rosada. Apds o término de cada secagem, as microparticulas eram
recolhidas, acondicionadas em frascos fechados recobertos com papel aluminio e

mantidas em freezer.

5.2.1. Eficiéncia de Encapsulacao das microparticulas atomizadas

Os valores de eficiéncia de encapsulacao variaram entre 21 e 29%, e
diferiram significativamente entre as trés amostras (Tabela 5). Observa-se uma
influéncia inversamente proporcional da quantidade de recheio no valor da
eficiéncia de encapsulacéao.

Shu et al. (2006) microencapsularam licopeno em gelatina e sacarose por
atomizacao em spray dryer e também verificaram que quanto maior a quantidade

de recheio, menor a eficiéncia de encapsulacdo. Variando parametros como a
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proporcao parede:recheio, proporcdo massa de gelatina:massa de sacarose e a
temperatura de entrada do ar no spray dryer, eles observaram uma faixa de
eficiéncia de encapsulacdo de 12,1 a 82,2%. Rodriguez-Huezo et al. (2004)
encontraram valores de 25,6 a 87,5% na eficiéncia de encapsulagao por
atomizacao de emulsdes contendo carotendides e parede de goma ardbica, goma
gelana e maltodextrina.

O licopeno € um composto facilmente oxidado quando exposto a alta
temperatura e um dos motivos da baixa eficiéncia encontrada pode estar
relacionado a temperatura do ar de entrada utilizada no spray dryer (180°C).
Adicionalmente, Shu et al. (2006) afirmam que a alta temperatura do ar de entrada
pode quebrar o equilibrio entre a taxa de evaporacdo e a de formacdo da
particula, reduzindo a eficiéncia de encapsulagao.

Tabela 5: Eficiéncia de Encapsulacao para as microparticulas obtidas por spray

drying.
% Recheio nas microparticulas Eficiéncia de Encapsulacao
5% 29,73+ 1,09
10% 24,47° £ 2,42
15% 21,01°+£ 1,37

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre

as amostras (p<0,05)

5.3. Estabilidade das microparticulas coacervadas liofilizadas e obtidas por
spray drying

As Figuras 9 e 10 apresentam os resultados de retengcédo de licopeno ao
longo do tempo e da temperatura de estocagem nas microparticulas coacervadas
liofilizadas e nas obtidas por spray drying, respectivamente. Os resultados obtidos
seguem uma tendéncia linear, sendo que a escolha do ajuste linear foi subsidiada
pelos altos valores de coeficiente de correlagdo (R?) obtidos a partir desse ajuste.
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Para a maioria dos sistemas estudados, o valor de R? foi superior a 0,91 (Tabela
6)

A Tabela 7 apresenta a retencdo apds 73 dias dos sistemas
microencapsulados e do licopeno livre correspondente nas duas diferentes
temperaturas estudadas. A retencao do licopeno foi bastante influenciada pela
temperatura de armazenamento. Para todos os sistemas estudados, a retencéao foi
significativamente maior quando mantidos a 10 °C em relagdo ao armazenamento
a 25 °C, conforme o esperado, uma vez que o processo de oxidacao do licopeno é
maior quanto maior a temperatura (Tabela 7).

A comparacao da estabilidade do licopeno encapsulado em relacao ao livre
apresentou o mesmo perfil de comportamento, independentemente do sistema
estudado, conforme exemplificado na Figura 11, que apresenta a retencao de
licopeno no sistema de coacervagdo 6 e na forma livre, armazenados a 10 °C.
Para todos os sistemas, as maiores perdas sdo observadas para o licopeno livre
na forma de disperséo, indicando que os sistemas microencapsulados foram mais
protetivos para o licopeno.

Quando estocadas a 10 °C, as microparticulas produzidas por spray drying
apresentaram melhor desempenho comparado ao desempenho dos sistemas de
coacervagao. No armazenamento a 25 °C, o melhor desempenho foi do sistema 6
de coacervacao, seguido dos sistemas obtidos por spray drying.

A quantidade de recheio nas microparticulas influenciou de forma diferente
as microparticulas produzidas por coacervacao e por spray drying. No primeiro
caso, 0 sistema com maior concentracdo de recheio (6) obteve um melhor
desempenho do que o sistema com menor concentragcdo (1), especialmente
guando armazenados a 25 °C. Para as microparticulas obtidas por spray drying
guanto menor a concentracdo de recheio, melhor o desempenho no teste para as
duas temperaturas.

No estudo de estabilidade (na auséncia de luz e temperatura ambiente) de
licopeno microencapsulado por spray drying, utilizando goma ardbica como
material de parede, Matioli & Rodriguez-Amaya (2002) constataram que no 18°
dia, houve perda de 50% de licopeno. Shu et al. (2006) avaliaram a estabilidade
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de microcapsulas de licopeno encapsulado em gelatina e sacarose por spray
drying, armazenadas a 0 °C em sacos plasticos transparentes e constataram que
houve perda de cerca de 15% ap6s 28 dias. Estes desempenhos estao abaixo do
desempenho dos sistemas estudados e isto pode ser atribuido a presenca de
oxigénio durante a estocagem nos estudos desses autores.

Matioli & Rodriguez-Amaya (2003) observaram que o licopeno
microencapsulado em y-ciclodextrina se manteve estavel durante 40 dias, tanto na
presenca como na auséncia de luz, armazenado na auséncia de oxigénio e em
temperatura variando de 25 a 35 °C.
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Figura 9: Retencgéo de licopeno nos sistemas coacervados 1 e 6 durante 73 dias.
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Figura 10: Retencao de licopeno nos sistemas produzidos por spray drying (R =

porcentagem de recheio) durante 73 dias.

Tabela 6: Equacdes e coeficientes de relacao da regressao linear da retencao de

licopeno encapsulado

Coeficiente de
Temperatura Sistema Equacao

correlacao (R?)
10 °C Coacervacao sistema 1 -0,3391x + 99,474 0,9819
10 °C Coacervacao sistema 6 -0,3242x + 99,201 0,9906
10 °C Spray drying (R=5%) -0,2276x + 97,081 0,9148
10 °C Spray drying (R=10%) -0,234x + 95,224 0,8947
10 °C Spray drying (R= 15%) -0,2823x + 96,389 0,8956
25 °C Coacervacao sistema 1 -0,5384x + 97,236 0,9796
25 °C Coacervacao sistema 6 -0,4203x + 97,947 0,9505
25 °C Spray drying (R=5%) -0,4457x + 96,145 0,9453
25 °C Spray drying (R= 10%) -0,5088x + 95,38 0,9321
25 °C Spray drying (R= 15%) -0,5841x + 96,451 0,9602

(R = quantidade de recheio nas microparticulas obtidas por spray drying)
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Figura 11: Retencao de licopeno no sistema 6 de coacervagcdo em comparacao ao

licopeno livre armazenado nas mesmas condigdes.

Tabela 7: Retencéao de licopeno nas microparticulas e na forma livre apés 73 dias

Temperatura

Sistema

% Retencao
(Encapsulado)

% Retencao
(Livre)

10 °C
10 °C
10 °C
10 °C
10 °C
25 °C
25 °C
25 °C
25 °C
25 °C

Coacervacao sistema 1
Coacervacao sistema 6
Spray drying (R= 5%)
Spray drying (R= 10%)
Spray drying (R= 15%)
Coacervacao sistema 1
Coacervacao sistema 6
Spray drying (R= 5%)
Spray drying (R= 10%)
Spray drying (R= 15%)

973,29+ 0,42
©76,73%+0,95
482,53 4+ 2,53
80,76 *+ 1,16
b 78,06 A + 1,81
"56,62" 1,35
69,65 "+ 0,71
67,114+ 1,42
963,05 % + 0,62
"58,69 A+ 0,97

261,18+ 0,53
461,18 %+ 0,53
263,748+ 0,74
263,748+ 0,74

463,74 8+ 0,74
®51,82"+23
®51,828+23
54,26 B+ 0,95
54,26 +0,95
54,26 *+0,95

(R = quantidade de recheio nas microparticulas obtidas por spray drying)

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca

significativa entre as amostras (p<0,05).

Letras maiusculas diferentes na mesma linha indicam que houve diferenga

significativa entre as amostras (p<0,05).
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5.4. Caracterizacao das microparticulas obtidas por coacervacao e spray
drying.

Para esta etapa, seguiram os trés sistemas obtidos por spray drying e o
sistema 6 de coacervacao, por ter tido melhor desempenho no teste de

estabilidade em comparacao ao sistema 1 de coacervacéao.

5.4.1. Morfologia

5.4.1.1. Microscopia dtica das microparticulas coacervadas

Aparentemente o processo de secagem por liofilizagdo ndo causou grandes
danos a estrutura morfologica das microparticulas, uma vez que a reidratacao foi
bem sucedida, restituindo a esfericidade das microparticulas e mantendo um
aspecto semelhante a amostra umida (Figura 12). Observou-se que houve uma
absorcao significativa de agua pelas amostras liofilizadas reidratadas, comprovada
pelos didmetros médios (Tabela 8), que apresentaram valores préximos aos
tamanhos originais das microparticulas Umidas, antes do processo de secagem. O
mesmo comportamento foi observado por Alvim (2005) na reidratagcdo de
microparticulas coacervadas com recheio de oleoresina de paprica.

Alvim (2005) estudou trés formas de secagem para microparticulas
coacervadas (liofilizagdo, estufa com circulacdo de ar e spray dryer) e concluiu
que a liofilizacao foi o Unico processo de secagem eficiente para microparticulas
coacervadas sem reticulacdo. O uso de spray dryer causou destruicao das
particulas e a secagem em estufa resultou na formacgéao de um filme continuo, duro
e quebradico, ficando as particulas aderidas umas as outras. Na secagem em
estufa com circulacao de ar, Mukai-Corréa (2003) observou a perda da forma
esférica e ruptura de microparticulas obtidas por geleificacdo ibnica, mas
realizando a secagem por liofilizagdo observou boa reidratagdo e recuperacao
parcial da forma original. A escolha de um método ideal para a retirada da agua do
sistema é de grande importancia, uma vez que a agua presente contribui na

sustentacdo da estrutura das microparticulas e a sua retirada pode ocasionar
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ruptura da parede e, consequentemente, desestruturagcdo das microparticulas
(MUKAI-CORREA et al., 2005).

O tipo de congelamento utilizado previamente a liofilizacdo foi o
congelamento lento (em freezer). A escolha do tipo de congelamento também é
importante por determinar a estrutura dos cristais de gelo formados (DAWSON &
HOCKLEY, 1991). Alvim (2005) e Prata (2006) estudaram os congelamentos lento
e rapido em microparticulas coacervadas e concluiram que o lento foi o mais
adequado para este tipo de amostra.

Comparando-se o diametro médio das microparticulas umidas em relacao
ao das microparticulas liofilizadas, observa-se que a retirada da agua ocasionou
uma diminuicado de aproximadamente 36% no didmetro médio das particulas. O
valor encontrado é proximo ao valor de 25% observado por Alvim (2005).

Em relacao a distribuicdo de tamanho, observa-se que a liofilizagdo nao

causou grandes alteragdes na mesma (Figura 13).

Tabela 8: Diametro médio das microparticulas obtidas por coacervagao complexa,
umidas, liofilizadas e reidratadas por diferentes tempos.

Condicao das capsulas Diametro médio (um)
Liofilizada (captagdo em glicerol) 30,82° + 7,56
Umida 48,322 + 10,95
Reidratada por 5 min 44,14° + 14,53
Reidratada por 1 hora 47,92% + 12,95
Reidratada por 24 horas 47,84* + 12,17

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre

as amostras (p<0,05)
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Figura 12: Imagens obtidas por microscopia 6tica de microparticulas coacervadas
do sistema 6 (P5% R75%). A = Uumidas antes da liofilizacdo; B = liofilizadas
(captacdo em glicerol); C = 5 minutos ap6s reidratacdo; D = 1 hora apos
reidratacédo, E = 24 horas apés reidratagao. Barras = 100 um

51



.
e

>

i
i
]
%/
os)

%
o

7

P
_ e

=]
=
=]
il
=a
-
(=]
il
=]
@
=a
o
=1
-
(=]
o
=1
o
=]

=]
1

=]
L

=]
1

B
1

Figura 13: Histogramas de distribuicdo de tamanho das microparticulas
coacervadas do sistema 6 (P5% R75%). A = iumidas antes da liofilizacado; B =
liofilizadas; C = 5 minutos apoés reidratacao; D = 1 hora apéds reidratacéo, E = 24

horas apés reidratacao.
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5.4.1.2. Microscopia eletrénica de varredura — microparticulas coacervadas
liofilizadas e obtidas por spray drying

As microparticulas obtidas por atomizacdo em spray dryer apresentaram
superficie externa arredondada com formacao de dentes ou concavidades e com
tamanhos variados (Figuras 14, 15 e 16). O aparecimento de dentes na superficie
€ atribuido a rapida evaporacédo das goticulas de liquido durante o processo de
secagem no atomizador (ROSENBERG et al., 1985). Na microencapsulagdo por
spray drying utilizando Capsul® como material de parede, Buffo et al. (2002) e
Finotelli & Rocha-Leado (2005) obtiveram particulas com morfologias semelhantes,
com recheio de Oleo essencial de laranja e acido ascérbico respectivamente.
Imagens semelhantes também foram observadas por Loksuwan (2007), em
microparticulas obtidas por spray drying contendo B-caroteno microencapsulado
em amido de tapioca modificado.

A Figura 14C mostra uma microcapsula fragmentada, podendo-se observar
a parede da mesma, que se apresenta compactada e homogénea.

As microparticulas obtidas por coacervagdo complexa (Figura 17) se
apresentaram esféricas, com paredes continuas, lisas, sem fissuras aparentes e
conectadas entre si por pontes sélidas nas superficies. Alvim (2005), Prata (2006)
e Bueno (2008) também observaram essas pontes entre as microparticulas e as
associaram ao processo de secagem por liofilizacdo, que ocasiona uma tendéncia

a aglomeracao.
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[ 750

5000 x 10KV

Figura 14: Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) de
microparticulas atomizadas em spray drying com 5% de recheio
(A: barra =10 pm; B: barra = 10 um; C: barra = 1 um).
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Figura 15: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de
microparticulas atomizadas em spray drying com 10% de recheio
(A: barra =10 pm; B: barra = 10 um).

750x  10kV

Figura 16: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de
microparticulas atomizadas em spray drying com 15% de recheio
(A: barra =10 pm; B: barra = 10 um).
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Figura 17: Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de
microparticulas coacervadas liofilizadas (sistema 6: parede 5%, recheio 75%) (A:
barra = 100 um; B: barra = 10 pm).

5.4.2. Densidade

Os valores encontrados para a densidade estdo na Tabela 9. De acordo
com Cai & Corke (2000), quanto menor a densidade da microparticula maior a
quantidade de ar presente nela, aumentando a possibilidade de degradagéo
oxidativa dos pigmentos e consequientemente reduzindo a estabilidade dos
mesmos. As microparticulas coacervadas e as obtidas por spray drying com 15%
de recheio apresentaram os maiores valores de densidade. Entre as obtidas por
spray drying, observou-se que quanto maior a quantidade de recheio, maior o
valor de densidade.
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Tabela 9: Densidade das microparticulas coacervadas liofilizadas do sistema 6 e
atomizadas em spray dryer (R= porcentagem de recheio)

Amostras Densidade (g/mL)
Coacervacio (Sistema 6) 0,4068% + 0,06
Spray drying (R5%) 0,3878° + 0,03
Spray drying (R10%) 0,3975" + 0,03
Spray drying (R15%) 0,4103% + 0,05

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre

as amostras (p<0,05).

5.4.3. Higroscopicidade

Higroscopicidade € a habilidade de absorver &gua presente no ar
atmosférico apresentado por diferentes materiais (Marchal et al., 1999). Os valores
de higroscopicidade obtidos para as microparticulas armazenadas em umidade
relativa (UR) 81% por 7 dias, estao descritos na Tabela 10 e estdo de acordo com
o valor de 28,3 g/100 g encontrado por Cai & Corke (2000) para microparticulas de
amaranto com parede de amido modificado obtidas por spray drying. Observa-se
também que nado houve diferenca significativa entre as amostras, o que sugere
gue o método utilizado para produgédo das microparticulas (coacervacao complexa
e spray drying), bem como a quantidade de recheio adicionada nas
microparticulas atomizadas nao influenciou tal parametro. De acordo com a Figura
18, a absorcao de agua foi maior nas primeiras 24 horas, o que permite inferir que
as microparticulas devem ser embaladas logo ap6s o processamento, para evitar
absorcdo de umidade ambiente. A partir do segundo dia de armazenamento,
observou-se aglomeragao entre as particulas, o que resulta em perda de sua

funcionalidade caso armazenadas incorretamente.
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Tabela 10: Higroscopicidade das microparticulas coacervadas liofilizadas do

sistema 6 e atomizadas em spray dryer (R= porcentagem de recheio)

Amostras Higroscopicidade (g H-0 / 100g amostra)
Coacervacéo (Sistema 6) 23,68% + 0,59
Spray drying (R5%) 24,472 +0,72
Spray drying (R10%) 25,122 + 0,47
Spray drying (R15%) 23,912 + 0,61

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferenca significativa entre

as amostras (p<0,05)
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Figura 18: Absorcdo de agua em funcdo do tempo pelas microparticulas
atomizadas em spray dryer (R= porcentagem de recheio) e coacervadas do

sistema 6 (parede 2,5% e recheio 75%)
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5.5. Aplicacao em sistema alimenticio

As microparticulas e o licopeno livre foram adicionados a formulacao
padrdao de bolo e analisados quanto as coordenadas cromaticas pelo sistema
Hunter, comparando-se com uma amostra padrao, que nao continha licopeno.

A determinacdo da quantidade de microparticulas utilizada em cada
amostra foi baseada em Santos (2003), que utilizou uma proporcéao de 0,31 g de
encapsulado/250 g de massa de bolo antes de assar. Desse modo, foram
adicionados 1,14 g de microparticulas coacervadas liofilizadas, 5,66 g de
microparticulas coacervadas Umidas (79,85% de umidade), 9,77 g de
microparticulas atomizadas em spray dryer e 0,48 g de licopeno livre (Basf — 20%
de licopeno).

Mabon (1993) afirma que, em algumas situacées, somente uma das
coordenadas cromaticas € suficiente para avaliar o produto. Entre as amostras
analisadas, as medidas do parametro “a” apresentaram amplitudes de 2 a 4 vezes
maiores que as dos parametros “L” e “b”. Além disso Mabon (1993) associa a
coordenada “a” como a mais importante para os produtos a base de tomate. Por
essas razles, adotou-se tal coordenada para a analise da medida de cor dos
sistemas modelos. A leitura de cor foi realizada em 5 pontos aleatérios em cada
amostra. A medicdo foi realizada em fatias de aproximadamente 2 cm. A Tabela
11 apresenta os valores das coordenadas “a” para as amostras de bolo. Apenas a
amostra com coacervado Uumido ndo apresentou diferenca significativa em relacao
ao bolo com licopeno livre. Entretanto todas as amostras diferiram do bolo padréao
(sem licopeno), como esperado.

Por meio da Figura 19 é possivel visualizar a variacdo de pigmentagao do
licopeno nas amostras. Na Figura 20 verifica-se uma distribuicdo homogénea do
corante nas amostras com microparticulas obtidas por spray drying (Figura 20B) e
com coacervados umidos (Figura 20C) evidenciando a eficacia da funcionalidade
destes encapsulados na pigmentacdo dos bolos. A mesma distribuicdo
homogénea foi verificada para a amostra com licopeno livre (Figura 20A). Porém,

na amostra com coacervado liofilizado (Figura 20D) observou-se uma
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pigmentacdo menos intensa, distribuicdo heterogénea e a presenca de licopeno
aglomerado em alguns pontos (evidenciados pelas setas). Durante o preparo da
massa as microparticulas nao foram dissolvidas e o calor do forno nao foi
suficiente para rompe-las totalmente, e desta forma o recheio n&do foi totalmente
liberado e distribuido por todo o bolo, o que restringe a utilizacdo de particulas
coacervadas liofilizadas diretamente neste tipo de aplicacdao testada. Séao
necessarios ajustes para a hidratacao prévia das microparticulas liofilizadas para

que ocorra a liberagdo do pigmento ao produto.

Tabela 11: Valores das coordenadas “a” para bolos produzidos com licopeno em

diferentes meios e sem licopeno

Amostra Coordenada “a”
Licopeno livre 33,65% + 0,46
Coacervado 32,83% + 0,37
Spray dried 26,59° + 0,61
Coacervado Liofilizado 18,50° + 0,27
Sem licopeno 1,704 £ 0,21

Letras diferentes na mesma coluna indicam que houve diferencga significativa entre

as amostras (p<0,05)
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Figura 19: Fatias de bolo produzidas com licopeno na forma livre, com adicéo de
microparticulas obtidas por spray drying, coacervacdo, coacervacao seguida de

liofilizacao e sem adicao de licopeno.

Figura 20: Distribuicdo de licopeno em bolos. A = livre; B = atomizado em spray
dryer;, C = coacervado; D = coacervado liofilizado (as setas apontam para

aglomerados de licopeno).
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6. CONCLUSOES

Houve formacao de microparticulas para todos os sistemas estudados
nesse projeto. As microparticulas coacervadas se apresentaram esféricas (com
excecao dos sistemas com 7,5% de parede), multinucleadas, com parede definida
e tamanho variando de 61 a 144 um de acordo com o sistema estudado. Os
valores de eficiéncia de encapsulagdo foram maiores para as particulas
coacervadas (acima de 90%) em relacado as obtidas por spray drying (entre 20 e
30%), corroborando a grande sensibilidade do licopeno as condi¢cées térmicas
utilizadas nesse processo de microencapsulacao.

O processo de liofilizacao foi eficiente para a secagem das microparticulas
coacervadas, pois quando reidratadas, as mesmas recuperaram o tamanho e a
aparéncia inicial.

Por meio de microscopia eletrbnica de varredura, observou-se que as
particulas obtidas por spray drying apresentaram superficie externa arredondada
com formacao de concavidades e parede compacta e homogénea. As particulas
coacervadas liofilizadas apresentaram paredes lisas, sem fissuras aparentes e
ligadas umas as outras por pontes sélidas.

O teste de estabilidade indicou que a microencapsulacao foi eficiente na
protecédo do licopeno, uma vez que a retencdo do mesmo foi maior nos sistemas
encapsulados em relacdo ao material livre. Também foi observado que a
temperatura influenciou significativamente a estabilidade do pigmento, conforme
esperado.

A aplicacdao das microparticulas no bolo foi satisfatéria quando foram
utilizadas as microparticulas coacervadas nao liofilizadas e as obtidas por spray
drying, sendo que, com as primeiras nado houve diferenga significativa de
coloragdo em relagdo ao bolo com licopeno na forma livre. Para a aplicacdo das
microparticulas coacervadas liofilizadas sado necessarios ajustes prévios de
hidratacao, para que possa haver uma maior liberagédo de licopeno na amostra.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Avaliar a estabilidade das microparticulas frente a outros fatores além da

temperatura, como oxigénio e luz.
Otimizar a producédo das microparticulas por spray dryer no intuito de
melhorar a eficiéncia de encapsulacao utilizando diferentes materiais de parede,

individualmente ou em misturas, e reduzindo a temperatura de secagem.

Estudar diferentes possibilidades de incorporacdao das microparticulas

coacervadas no sistema alimenticio, de forma a melhorar a transferéncia de cor.

Fazer o estudo da estabilidade do licopeno apdés a incorporacao no sistema

alimenticio.
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9. ANEXOS

9.1. Espectro de varredura de licopeno (10% disperso em 6leo) em acetona.

80



