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"As fragrdncias falam uma linguagem propria.
Elas conseguem expressar melhor

do que qualquer palavra os sentimentos mais sutis.
A escolha que uma pessoa faz

por um determinado perfume

e a maneira como ele reage em sua pele

revelam muitas coisas sobre ela”.

Marcel Lavabre



RESUMO

Neste trabalho, foi estudada a estabilizagio dos compostos de aroma do queijo
gorgonzola produzidos por fermentagio com linhagem de Aspergillus sp, por complexagio
em B-ciclodextrina e encapsulacdo em lipossomas. A complexacdo em P-ciclodextrina foi
feita pelo método da co-precipitagdo, e primeiramente estudada com solugdes concentradas
dos principais constituintes sintéticos do aroma do queijo gorgonzola, as metilcetonas: 2-
pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e Z-undecanona, em separado € em mistura.
Posteriormente, os compostos de aroma obtidos por fermentagfio, foram utilizados. Os
compostos de aroma complexados ou encapsulados em solugio foram submetidos a
secagem em “spray dryer’, ¢ adicionalmente os complexos de B-CD foram secos em
estufa. Os resultados mostraram que a formacio dos complexos ocorre de maneira
praticamente instantdnea. Separadamente, com exce¢dio da 2-pentanona, a razdo molar de
satura¢io da inclusdo molecular foi 1:2 (uma molécula de metilcetona para duas de 3-CD).
As razdes molares de retencdo total no complexo (superficies interna e externa) foram
0,06:1, 0,57:1, 0,74:1 ¢ 0,63:1, para a pentanona, heptanona, nonanona e undecanona: -
CD, respectivamente. Quando em muistura, as metilcetonas competem entre si, tendo as
mais hidrofobicas preferéncia na complexagdo. A formacdo dos complexos de inclusio em
B-CD foi caracterizada pelas iécnicas de difracdo de Raios-X, espectroscopia de infra-
vermetho, calorimetria diferencial de varredura e ressoniincia magnética nuclear. Os
estudos de estabilidade com relagiio a prote¢do contra decomposi¢io térmica, oxidagdo,
volatilidade e a retengdo durante estocagem, confirmaram a formacgio dos complexos de
incluso através do aumento significativo da estabilidade das moléculas em relacéo a forma
livre. Comparando-se os metodos de secagem empregados, tem-se que a secagem dos
complexos em estufa resultou em 60% de recuperagio das metilcetonas enquanto que por
“spray drying” o rendimento foi de 25%. O bicaroma de gorgonzola, foi complexado na
forma de solug#io diluida obtida diretamente do caldo de fermentago, e apresentou razio
massica de retencfio total no produto seco por “spray drying” de 55ug de metilcetonas / g
de B-CD. Os rendimentos obtidos foram 22% e 3%, para a secagem feita por “spray-
drying” e estufa, respectivamente. A encapsulagio das metilcetonas sintéticas em
lipossomas multilamelares foi estudada utilizando concentragdes nos niveis obtidos no
caldo de fermentagdo, € caracterizada tanto em suspensdo quanto na forma de pd obtido
por “spray dryer”. O rendimento da encapsulacio foi de 72% em suspensio e 24% no pd
seco, tendo este uitimo apresentado a razdo massica (,66ug / g de lecitina. As estruturas
‘obtidas dos lipossomas em suspens@io e das particulas secas foram aproximadamente
esféricas, com tamanhos e distribuic@o caracteristicos de lipossomas multilamelares.

A analise sensorial dos compostos estabilizados do bioaroma de gorgonzola foi feita
utilizando os complexos em B-CD (secos em estufa e em “spray dryer”) e os lipossomas
secos em “spray dryer”, ambos adicionados & uma base de consisténcia pastosa. Os
produtos testados foram sensoriamente aceitaveis, sendo o obtido por complexacio em B-
CD e seco por “spray drying” o que apresentou o aroma de gorgonzola significativamente
mats intenso ¢ a melhor aceitagio por parte dos provadores.

Esses resultados mostram que tanto a 3-CD quanto os lipossomas sio eficientes na
estabilizacdo de compostos de aroma, e os produtos secos obtidos apresentam
caracteristicas sensorials aceitdveis, sendo portanto potencialmente importantes para
utilizagdo no processamento de alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: estabilidade, secagem por spray, alimentos — conservagao, aromas.



ABSTRACT

In this work, it was studied the stabilization of the blue cheese flavour compounds
obtained from fermentation of Aspergilius sp, by complexation in B-cyclodextrin and
encapsulation in liposomes. The complexation in B-cyclodextrin was carried out by co-
precipitation method. Initially, the complexation was studied using concentrated solutions
of the main synthetic compounds of the blue cheese flavour, the methylketones: 2-
pentanone, 2-heptanone, 2-nonanone and 2-undecanone, In separate and in mixture.
Secondary, the fermentation broth were used. The solutions of complexed or encapsulated
flavour compounds were dried by spray dryer, and some of the B-CD complexes were also
dried in conventional oven. The results showed that the formation of complexes occurs
almost instantaneously. Separately, all but 2-pentanone, the molar ratio of saturation of the
molecular inclusion was 1:2 (one molecule of methylketone to two of B-CD). The molar
ratios of total retention in the complexes were (inner and outer surfaces) were 0,06:1,
0,57:1, 0,74:1 e 0,63:1, for pentanone, heptanone, nonanone and undecanone: 8-CD,
respectively. When in mixture, the most hydrofobic methylketones were preferred in the
complexation. The formation of inclusion complexes in B-CD was characterized by the
following techniques: X-ray difraction, infra-red spectroscopy, differential scanning
calorimetry and nuclear magnetic ressonance. The stability studies related with protection
against thermal decomposition, oxidation, volatility and the retention during storage,
confirmed the formation of inclusion complexes through the increasing in stability of the
molecules compared with the free ones. The drying methods, comparatively, resulted in
complexes with 60% of recovery of methylketones in conventional oven and 25% mn spray
dryer. The weight ratio of the total retention for the complexed blue cheese flavour, directly
from the fermentation and spray dried, was 55pg methylketone / g B-CD. The obtained
yields were 22% and 3%, for the products dried by spray-drying and conventional oven,
respectively. The encapsulation of the synthetic methylketones in multilamelar liposomes
was studied using the solution in the same concentration level of the fermentation solution,
and characterized not only in suspension but also in powder produced by spray dryer. The
encapsulation yield was 72% in the suspension and 24% in the powder, and the latter
resulted in weight ration of 0,66ug / g lecithin. The obtained structures of the liposomes in
suspension and of the powder particles were approximately spherical, with typical size and
distribution of multilamelar liposomes.

The sensory evaluation of the stabilized blue cheese bioflavour compounds was
carried out using P-CD complexes (dried in conventional oven and spray dryer) and
liposomes dried in spray dryer, both mixed in a base of paste consistency. The flavour for
all the tried products were acceptable. The B-CD complex dried by spray drying was the
one which showed the highest intensity and the most preferred blue cheese flavour.

These results show that not only the B-CD but also the liposomes were efficient in
the stabilization of the flavour compounds, and the obtained dried products obtained were
acceptable, in relation with the flavour. Therefore, they are potentially important for being
used in the food processing.

KEY-WORDS: stabilization, spray drying, preservation of food, flavour.
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1. INTRODUCAO

Os aromas naturais ou bioaromas sdo substancias obtidas por meio do metabolismo

natural de animais ¢ plantas, pela a¢dio de enzimas e microorganismos ou pelo processamento de

ingredientes naturais (TYRRELL, 1995).

Por muito tempo, as plantas foram as Unicas fontes de compostos de aroma. Porém,
muitas vezes, estes compostos se apresentam disponiveis apenas em pequenas quantidades ou em
uma forma de dificil obtengdo, que resulta em elevados custos para sua recuperacio. Estas
caracteristicas fazem com que os aromas extraidos de fontes naturais tenham normalmente precos
bastante elevados em relagio aos obtidos sinteticamente (JANSSENS et al., 1992). Um exemplo
disso € a vanilina, que na forma sintética ¢ comercializada na faixa de USS 12,00/kg e na natural,

na faixa de USS 4000,00 (FERON et al., 1996).

Contudo, em decorréncia do aumento da preferéncia do consumidor por produtos com
designacdo natural surgiu o interesse no desenvolvimento de aromas produzidos por
biotecnologia. Este tipo de produg@o compreende o uso de células de plantas, culturas de tecidos,
MICTOOTganismos € enzimas na sintese dos compostos de aroma (JANSSENS et al., 1992),
podendo levar a classificacdo de naturais. Porém, para que recebam essa denominagdo, é
necessario que utilizem matérias-primas ou substratos naturais e que somente processos fisicos
sejam empregados no isolamento e purificacio dos materiais formados, como a fermentacéio e

modificacdes enzimaticas (GATIFIELD, 1995).

De modo geral, os processos biotecnolégicos ndo resultam em custos tdo baixos quanto
0s processos quimicos utilizados para a obten¢io dos produtos sintéticos. Como exemplo, ©
butirato de etila tem um custo de aproximadamente US$ 180,00/kg na forma biotecnoldgica e de
USS 4,00/kg na sintética, sendo que o extraido de frutas custa em torno de USS 5000,00/kg
(SCHARPF et al., 1986). Mesmo assim, estes custos podem ser compensados pelos beneficios
resultantes da malor atratividade ao consumidor (GATIFIELD, 1995).

Algumas dificuldades técnicas fazem com que atualmente haja poucos aromas
produzidos por processos biotecnologicos. Entre elas citam-se a dificuldade na recuperagdo de
produtos volateis, que normalmente se encontram em baixa concentracdo e apresentam

problemas para a exiragdo e estocagem, e a mistura com outros compostos do meio podendo



£

haver efeitos prejudiciais as propriedades sensoriais do produto final (SCHARPF et al., 1986).
Além disso, a maioria dos compostos de aroma naturais quando expostos ao oxigénio do ar, & luz
e ao calor sofrem oxidagio, decomposicdo, tornam-se resinosos, ou evaporam (SZEJTLI et al.,
1979). Portanto, para que seja possivel a comercializacdo desses produtos, € necessério o

emprego de algum processo de estabilizagio.

O meétodo mais comumente utilizado ¢é a estabilizagdo dessas substancias,
principalmente em lactose (SZENTE et al., 1988a) ¢ maltodextrina (ALLEGRE & DERATANI,
1994; FURUTA et al., 1994). Porém, estudos da inclusio molecular em ciclodextrinas tém
mostrado, comparativamente, melhores resultados com relagio & retengio dos compostos, a
resisténcia contra oxidacdo e volatlizacdo, termoestabilidade, tempo de estocagem e
higroscopicidade muito baixa (SZENTE et al, 1988a). Além disso, os complexos de
ciclodextrinas mostraram-se com melhor termoestabilidade em relacio a estabilizagcdo com outras

moléculas de amido (MAIER et al., 1987).

A encapsulagdo molecular ou inclusiio ainda tem as vantagens de formar complexos
bastante estdveis, de solubilidade em dgua muito reduzida, levando a uma rapida separagdo em
forma cristalina, facilitando a sua recuperagdo (LINDNER et al., 1981) e evitando ou diminuindo
a fotodegradacio pela formaciio do complexo (THOSS et al, 1994). Além disso, a B-
ciclodextrina (B- CD) também pode ser usada como adsorvente na recuperacdo de aromas do
meio de fermentacgdo, sendo uma alternativa a destilagdo (KRINGS et al., 1993) e apos a extracdo
com CO; supercritico ou liquido (YASUMA et al.,, 1987; KAMIHIRA et al., 1990}, podendo,

assim, reduzir 0s custos de recuperacio de determinados biparomas.

As ciclodextrinas sdo oligdmeros ciclicos constituidos de unidades de glucopiranoses. O
didmetro da cavidade interna das ciclodextrinas depende do nimero de unidades de moléculas
formadoras, podendo ter de 6 a 8 unidades. Assim, as ciclodextrinas s3o denominadas de acordo
com o numero de unidades sendo a a-ciclodextrina constituida de 6 glucopiranoses, a3de 7eay
de 8, tendo, esta tltima o maior didmetro. Os grupos hidroxil primario e secundario se encontram
em lados opostos da molécula com forma de um tronco de cone invertido, a ligacdo da cavidade
anel é formada por ligacdes de oxigénio. Enquanto sua superficie é hidrofilica, o interior da
cavidade tem carater hidrofdbico. Em  consequéncia disto, as ciclodextrinas sdo capazes de
formar complexos de inclusio com substancias que s&o menos polares que a agua € que possuem

dimensdes geométricas correspondentes ao didmetro da sua cavidade.
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O interior da cavidade das moléculas de ciclodextrinas dissolvidas em 4gua € menos
hidrofilico que a superficie externa do anel, tornando a presenca de moléculas de 4gua na
cavidade energeticamente desfavoravel. As partes apolares de moléculas organicas, quando
dissolvidas em agua, so pouco hidratadas, sendo assim também energeticamente desfavoraveis.
Desta forma, as moléculas orgénicas pouco hidratadas penetram na cavidade da ciclodextrina,
expulsando do interior as moléculas de dgua, resultando num sistema com energia livre mais
baixa. Esta parece ser a energia motriz principal da formacao do complexo. Além disso, a tensao
do anel também pode decrescer, pontes de hidrogénio serem formadas, contribuindo para a

estabilizacio do complexo.

Do ponto de vista pratico, a maioria dos oleos essenciais e das substincias arornaticas
possuem tamanhos aptos a ocupar a cavidade da molécula de P-ciclodextrina para formar
complexos de inclusdo (SZEJTLI et al., 1979), sendo esta a ciclodextrina utilizada na maior parte
dos trabalhos de encapsulacio de aromas, devido ao seu menor custo de produgdo, que ¢ devido a

menor solubilidade em agua, facilitando o processo de purificaggo.

Os complexos de inclusio de ciclodextrinas em solucio possuem composiclo
estequiométrica definida em relag@o @ molécula “héspede” na cavidade da “hospedeira”. No caso
de sdlidos, complexos cristalinos, a composicio estequiométrica estrita (razio “hospede’:
“hospedeiro” 1 : 1 ou 1l : 2) ¢ rara, uma vez que as moléculas de ciclodextrina que contém apenas
agua incorporada na cavidade representam manchas de deficiéncia dentro da estrutura do cristal.
Na verdade, a estrutura ¢ uma mistura de complexos de inclusio, ciclodextrina e moleculas
“héspede”, que podem estar dentro do cristal ou adsorvidas em sua superficie (SZEJTLI et al.,
1979).

Recentemente, os lipossomas também tém sido estudados como alternativa para a
estabilizacio de aromas. Os lipossomas ou vesiculas lipidicas sfo estruturas de fosfolipidios,
compostas de bicamadas concéntricas intercaladas por compartimentos liquidos aquosos. As
cadeias de acido graxos, lipofilicas, agrupam-se internamente enquanto os grupos hidrofilicos da
cabeca sdo arranjados para fora e para o centro, sendo direcionadas para o cerne aquoso. Apesar
da vasta gama de aplicagdes de compostos encapsulados em lipossomas, apenas recentemente
houve um maior mnteresse em aplicagdes na industria de alimentos, para o desenvolvimento de
novos produtos com melhores caracteristicas. Um exemplo disso € a liberag8o controlada de

proteinases dos lipossomas para aumentar o desenvolvimento do aroma do quetjo “Cheddar”
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{(KIM et al., 1991), além do aumento do volume de massas congeladas ¢ assadas, e de pdo, que
também, ap0s o reaquecimento, manteve as propriedades de aroma como no produto fresco

(KROTZ, 1995).

O crescimento das aplicagdes dos lipossomas na inddstria de alimentos possivelmente
deu-se pela diminuicdo dos custos de produgdio, com a utilizagdo de lecitinas como matéria-
prima, que compreendem uma mistura complexa de fosfolipidios, triglicerideos, glicolipidios,
esterdis, carboidratos e tragos de outros elementos, € o desenvolvimento de métodos mais simples
de preparagio, sem a necessidade de etapas que requerem alta energia, com maior facilidade de
aumento de escala, como ¢ ¢ caso do método dos pro-lipossornas, que utiliza um agitador

mecanico para a formacio das vesiculas (ARNAUD, 1995).

A encapsulacio de aromas abre novas aplicacdes para os lipossomas, uma vez gue 08
aromas encapsulados permanecem retidos mesmo apds o contato com a agua. Isso também
permite que aromas solivels em oleo possam ser suspensos em sistemas aquosos (ARNAUD,

1995).

As potencialidades da B-CD e dos lipossomas para a estabilizacio de compostos de
aromas motivaram o desenvolvimento deste trabalho, no qual fo1 feito inicialmente um estudo do
processo de complexacio em $3-CD dos principais constituintes do aroma do queijo gorgonzola,
na forma de compostos sintéticos em separado e em mistura. Os compostos formados foram
caracterizados ¢ avaliados com relagiio a protecio contra decomposicdo térmica, oxidagao,
volatilidade e a retencdo durante estocagem. Posteriormente, estudou-se a complexacio em -CD
dos compostos de aroma do gorgonzola produzidos em meio de fermentagdo real, comparando-se

os resultados obtidos na secagem em estufa e em “spray dryer”.

De modo anélogo, foi estudada a encapsulac@io das principais metilcetonas sintéticas
componentes do aroma do gorgonzola em lipossomas multilamelares, com o produto obtido

tanto em suspensdo quanto na forma de po seco em “‘spray dryer”.

Para a finalizacio do trabalho foi feita andlise sensorial dos produtos secos resultantes
da estabiliza¢Zo do bicaroma de gorgonzola obtido por fermentacdo por meio da complexacdo
em [B-CD e encapsulagio em  lipossomas, para avaliar a aceitacdo do produto pelos

consumidores.



1.1. OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo estudar os processos de estabilizagio do bioaroma de

gorgonzola, por complexaciio em P-ciclodextrina e encapsulaciio em lipossomas, e avaliar 0s

produtos obtidos pela andlise sensorial.

O desenvolvimento do trabalho envolveu as seguintes etapas:

¢

Revisfio bibliografica sobre o assunto.

Preparacdo ¢ <caracterizacdo dos complexos de inclusdo em B-ciclodextrina usando
metilcetonas sintéticas, em separado e em mistura.

Obtencdo da cinética de complexaciio e influéncia da razdo molar inicial, a partir de dados
experimentais.

Caracterizagdo dos efeitos da complexagio em B-ciclodextrina sobre a termoestabilidade,
protecdo contra oxidacgdo, volatilizagio e estocagem.

Prepara¢éo e caracterizacfo dos lipossomas como estabilizantes dos principais compostos de
aroma.

Preparacdio e caracterizagdo de complexos de inclusido em JB-ciclodextrina e de lipossomas
encapsulande compostos do aroma de gorgonzola obtidos por fermentacio.

Estudos de secagem em estufa € em “spray dryer” do bioaroma estabilizado.

Analise sensorial dos compostos do bioaroma de gorgonzola encapsulados em B-

ciclodextrina e em lipossomas.
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2. REVISAQO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aromas: Func¢des, Composicio ¢ a Contribuicdo da Biotecnologia

Os mecanismos de percepcio de gostos € odores ainda ndo estio claramente entendidos.
Sabe-se que o sabor € percebido a partir de uma resposta integrada do gosto € do aroma, sendo o

gosto o sabor basico e o aroma o tipico.

O gosto € sentido por meio dos compostos ndo voldteis em temperatura ambiente gue
s30 percebidos por receptores na mucosa bucal e que geralmente estdo presentes em alimentos
em concentragbes maiores. J4 os aromas sdo provenientes de compostos volateis que sao
percebidos pelos receptores olfativos e estio presentes em alimentos em concentracdes

baixissimas.

O aroma tipico de diversos alimentos € obtido por uma resposta integrada de um nimero
muito grande de compostos volateis, sendo que a faixa de concentragiio destes compostos nos
alimentos ¢ bastante variavel. Além disso, a natureza quimica também ¢ muito variada, podem
ser: ésteres, acidos, alcoois, éteres, lactonas, pirazinas, aldeidos, cetonas, hidrocarbonetos, entre
outros. Exemplos de alimentos em que o aroma caracteristico ¢ obtido a partir de diversos
compostos sdo a magé, com 356 compostos de aroma identificados, a carne, com 486 € o vinho
branco, com 644. Sendo assim, hd uma grande dificuldade de reprodugdo da composicio de

diversos aromas por via sintetica.

A maioria dos alimentos ndo tem compostos predominantes na formac3o do aroma
tipico, porém, alguns tém substancias que lembram o cheiro tipico e sdo chamados de compostos
de impacto. Tais compostos nfo si3o necessartamente 0s que estio presentes em maior
concentragdo. Exemplos de compostos de impacto sdo a pirazina, que lembra o pimentdo, o

eugenol acetato, que lembra o cravo da india e o metil butanoato, que lembra banana.

Nos ultimos anos, houve progresso na identificacdo de varios compostos volateis de
alimentos para tentar encontrar compostos de impacto, a partir dos quais ¢ feita uma combina¢io
de compostos necessarios para que haja a aproximac¢do do aroma caracteristico (FENNEMA,
1976).
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Atualmente, ja € possivel determinar mais e mais compostos que s30 necessarios para
gerar um aroma caracteristico, saber sobre precursores ¢ como os compostos caracteristicos do

aroma sio formados e liberados (ACREE & TERANISHI, 1993).

De acordo com a defini¢io classica da inddstria, aromas e fragréncias basicamente
consistem de quatro categorias principais: oleos essenciais ou outros produtos naturais, aroma
quimico (natural ou sintético), compostos de aroma e compostos de fragrancia. Basicamente, as
duas primeiras categorias fornecem materiais de aroma para as duas Gltimas, que sdo usadas em
produtos para ¢ consumidor. Porém, alguns oleos essenciais e aromas quimicos podem ser

aplicados diretamente nos produtos, tais como 0s conhecidos: vaniiina e mentol.

A biotecnologia também tem contribuido com o desenvolvimento de meios de produgio
de aromas, pela utilizagio de microorganismos vivos, ou partes deles, para fazer ou modificar
produtos, para melhorar plantas ou animais, ou para desenvolver microorganismos para usos

especificos.

Os aromas obtidos por biotecnologia, com produtos derivados de a¢do enzimética e de
fermentacio, sdo considerados substancias naturais, o que tem um efeito positivo na demanda
pelo consumidor (WINTERHALTER & SCHREIER, 1993). Além disso, tais processos
biotecnologicos sdo capazes de gerar sistemas complexos, com muitos dos compostos necessarios
para a caracterizacido dos aromas e em concentragdes adequadas, podendo, assim, aproximar-se

do aroma desejado, o que muitas vezes ndo € alcangado na producio de aromas artificiais.

Estudos da quimica de aromas geram informacles necessarias para que a engenharia
genética desenvolva plantas e animais que possibilitam a obtenc3o de aromas otimizados, bem
como as condigdes de processamento dos alimentos. Desta forma, pode-se ter produtos com

aroma de otima qualidade.

Aromas sempre foram e serdo uma grande preocupacio da industria de alimentos. Sua
qualidade, que }a pode ser conftrolada cientificamente, é de grande importancia para a aceitacdo

dos produtos pelos consumidores (FENNEMA, 1976).
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2.2. Aromas Produzides por Biotecnologia

A trajetdria do processamento de aromas teve inicio hd pelo menos trés seculos. Ha
relatos da produgdo de aromas concentrados no século XVIIL No sécule XIX em fungio do
progresso na quimica foi possivel iniciar a sintese de alguns aromas artificiais. No século XX
houve um grande avanco nesta area, como resposta ao desenvolvimento da cromatografia gasosa
acopiada a espectrometria de massa, que permitiu a separacao e a identificacdo de compostos que
desempenhavam pape! importante nas qualidades organolépticas de aromas naturais (DUBOIS,
1988).

Atualmente, o mercado de aromas é dominado por aromas artificiais, porém, nos ultimos
anos, tem-se observado uma tendéncia a utilizacio de aromas naturais (JANSSENS et al., 1992;
FERON et al., 1996; KRINGS & BERGER, 1998). Segundo ARMSTRONG & BROWN (1994)
a demanda das industrias de alimentos por aromas naturais tem aumentado de 5 a 10% para 75 a
80%. Tal tendéncia € atribuida principalmente a conscientizagdo dos consumidores no ambito de
saide ¢ nutricio que tém evitado os alimentos com aromas artificiais e estimulado o

desenvolvimento de produtos naturais.

De acordo com TYRRELL (1995), atualmente as fontes de aromas naturais podem ser
classificadas em trés categoras: a) materiais que s3o formados durante o metabolismo natural de
animais e plantas, que podem ser usados na forma seca ou extrudados e refinados; b) compostos
de aroma formados durante a a¢3o de enzimas ¢ microorganismos; ¢} compostos de aroma

basicos formados durante o processamento térmico de ingredientes naturais.

Por muito tempo as plantas foram as tinicas fontes de compostos de aroma, sendo estes
normalmente isolados dos véarios tipos de o6leos essenciais. Embora sensorialmente ativos, tais
compostos estdo muitas vezes disponiveis em quantidades infimas ou numa forma ligada que

dificulta sua obtencdo, resultando em pregos elevados, o que normalmente caracteriza os aromas
naturais (JANSSENS et al., 1992).

Muitos oleos de plantas e compostos de aromas naturais sio comercializados somente a
precos superiores a US$ 5000,00/kg. A diferenga de prego entre aroma natural e artificial, na
maloria das vezes, pode ser pronunciada. A vanilina sintética, por exemplo, é comercializada na

faixa de USS 12,00/kg e a natural por US$ 4000,00 (FERON et al., 1996).
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De acordo com JANSSENS et al. (1992), além do aspecto econdmico, outros fatores
dificultam o uso de plantas como fonte de aromas. Entre eles podem ser citados: a) forte
dependéncia de fatores de dificil controle, tais como variac@es climaticas e problemas de
doencas, b) necessidade de importagio de plantas de regibes tropicais ou subtropicais sujeitas, as
vezes, a problemas socio-politicos, ¢} dificuldade de interferéncia no metabolismo da planta para
merementar a quantidade de compostos de aroma, em decorréncia, muitas vezes, do pequeno
conhecimento da via metabolica, d) diminuig@o das reservas de diversas plantas de aroma pelo

aumento da demanda de aromas naturais.

Na produgtio de compostos de aromas, ia comercializados, a maior via de produgéo ¢ a
quimica, apresentando-se adequada para a sintese de inGmeros compostos POr processos
relativamente simples, como é o caso do acetato de etila ¢ do acetaldeido. Porém, a sintese
quimica de aromas apresenta alguns obsticulos como a produgfio de mistura racémica, com
propriedades inadequadas, além de algumas vezes envolver vérios passos que implicam em

custos de producio acentuados (ARMSTRONG & BROWN, 19%4),

A preferéncia dos consumidores por alimentos com aromas naturais ¢ as desvantagens
inerentes a cada uma das fontes de aroma ja citadas levaram, nas uitimas décadas, ao
desenvolvimento de pesquisas sobre a produgfo alternativa de aromas por biotecnologia. A
producio biotecnolégica de aromas pode compreender o uso de células de plantas, culturas de

tecidos, microorganismos e enzimas na sintese de tais produtos (JANSSENS et al., 1992).

DRAWERT (1998) apresenta algumas das vantagens da via biotecnoldgica para a
produgdo de aromas quando em comparagdo com as demais vias ja consideradas (naturais de
plantas e artificiais): a) independéncia de influénecias externas tais como variagdes climaticas,
doencas, fertilizantes, restrigdes comerciais, instabilidade sdcio-politica, b) possibilidade da
producdo em escala industrial, sob condi¢des otimizadas que permitem a obtengdo de produtos
complexos, uniformes e com produtividade constante, ¢) possibilidade da obtencdo de
informacdes das vias bioquimicas de produgfio de aroma que podem ser aplicadas em plantas
possibilitando o aumento da producio de 6leos essenciais, d) produgio de compostos de aroma
denominados naturais, opticamente ativos, muitas vezes, estruturalmente idénticos aos compostos
das plantas. Além disso, quando comparados aos produzidos por sintese quimica, os produzidos
por biotecniologia sdo sistemas de aroma complexos, que possuem, muitas vezes, diversos dos

compostos que caracterizam o sabor tipico. Assim, dependendo do aroma desejado, conseguem
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aproximar-se muito mais do aroma caracteristico que os artificiais, que apresentam a dificuldade
de conseguir uma mistura adequada das diversas substancias envolvidas na percepcio do sabor
tipico.

No entanto, segundo GATIFIELD (1995), para assegurar que os compostos de aroma
produzidos por biotecnologia recebam a denominac@o de naturais, algumas condicOes devem ser
garantidas. Tais condi¢des estipulam que a matéria-prima ou substrato sejam naturais € somente
processos fisicos (destilag@io, extrag@io e cristalizacio) sejam empregados para o isclamento e
purificacio dos materiais formados. Desde que tais condi¢des sejam respeitadas, as leis de
regulamento de aditivos, de varios paises, consideram a biotecnologia como um processo de
obtenc@o de aromas naturais. Como exemplo de processos biotecnologicos de obtencdo de

aromas naturais tem-se a fermentacdo e as modificagdes enzimaticas.

Segundo JANSSENS et al. (1992), os microorganismos s&o promissores na produgio de
compostos de aroma complexos ou simples, podendo ser capazes de sintetizar aromas a partir da
fermentacdo de materiais simples {ag¢tcares e aminoacidos) ou da conversio de substratos
especificos por um processo denominado bioconversdo. Na Tabela 1 sdo apresentados alguns

aromas produzidos por microorganismos.



Tabela 1: Aromas produzidos por microorganismos e seus constituintes guimicos

Microorganismo

Descricfio Sensorial

Volateis Produzidos

Bactérias

Streprococcus, Lactobacillus

acido, manteiga

acetaldeido, diacetil,

acido latico

acetoina, aldeidos

Propionibacterium azedo, acido
Leveduras
Saccharomyces pdo, fermentagdo alcodlica lactonas, alcodis,
tiocompostos
Geotrichum meldo etil esteres, alcodis
Sporobolomyces péssego lactonas
Hansenula floral, odor de solo etil ésteres
Kluyveromyces frutas, rosas feniletanol, ésteres,
terpenos, 1-octen-3-ol
Fungos
Aspergitlus cogumelo alcodis insaturados
Penicillium cogumelo 2-fenii-etanol,
Ceratocystis banana, péssego, ameixa, péra metilcetonas

alcoodis, lactonas, ésteres

Fonte: WELSH (1994)

2.2.2. Producio de Aromas de Queijo por Microorganismos

Considerando ¢ uso de microorganismos para a produgdo de aromas, GATIFIELD
(1988) relata que existem duas tendéncias principais: na primeira a producdo de misturas
complexas ou sistemas de aroma com multiplos componentes, em que se propde aromatizar “'in
situ” pela adicdo de microorganismos gue melhoram ou acentuam as qualidades aromaticas de

um determinado alimento, e na segunda, a biossintese de compostos de aromas especificos que

podem ser adicionados aos alimentos como aromatizantes.

11



Na primeira estratégia de produgdo de aromas complexos. tem-se como exemplo a
producio do queijo tipo gorgonzola, cujo processo de maturagio déi-se pela adigdo de um fungo a

massa do quetjo fresco.

Diversos microorganismos podem ser adicionados ac processo de maturagio, sendo que
o mais comumente usado ¢ o Penicillium rogueforiti. Tal fungo, guando adicionado a0 queijo
produzido com leite de ovethas e curado nas cavernas de Roquefort, na Franca, produz o queijo
chamado de roqueforti, e quando adicionado ao queijo que utiliza o leite de vaca é conhecido

como gorgonzola.

Qutras espécies podem ser usadas na producdio de outros tipos de queijos, como
exemplo, o Penicillium camemberti e o Penicilium candidun, que s3o adicionados na producio

do gueijo camemberti.

Durante © processo de maturagdo desse tipe de queijo, algumas meodificagdes
importantes ocorrem com o0s substratos presentes, principalmente com os lipidios, as proteinas e
os aminoacidos (OLIVEIRA, 1998). Na maturacao, os acidos graxos resultantes da hidrolise de
lipidios sdo convertidos a metilcetonas como resultado de um mecanismo de proteciio contra
estes acidos que sdo téxicos ao microorganismo. As metilcetonas produzidas neste processo sio

os compostos de aroma caracteristicos desse tipo de queijo (GATIFIELD, 1988).

As cetonas sdo caracterizadas pela presenga do grupo carbonila podendo ser
classificadas em alifaticas, aromaticas ou derivadas de fenol. Cetonas alifaticas, como acetona e
diacetil, sdo importantes em aromas de queijo, especialmente em queijos maturados. Cetonas
aromaticas sdo de particular interesse para fragrancia industrial. As cetonas derivadas de fenois
inchiem somente alguns compostos de interesse como aroma. Predominantemente, as cetonas
produzidas por via biologica sdo as alifdticas, como as 2-alcanonas (metilcetonas) produzidas por

fungos (ARMSTRONG & BROWN, 199%4).
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2.2.2.1. Biossintese do Aroma de Gorgonzola

A producio de um aroma de qualidade depende do metabolismo dos lipidios do queijo.
As metilcetonas, principais componentes do gorgonzola, sio produtos da P-oxidacio parcial dos

acidos graxos durante o metabolismo dos lipidios, como mostra a Figura 1.

= metl propil cetona

Figura 1: Representacdo da B-oxidacéo parcial do 4cido graxo em metil propil cetona.

Outras classes de substdncias volateis também sio importantes no desenvolvimento do
aroma, dentre as quais pode-se citar: acidos graxos, alcoois, ésteres, lactonas, aldeidos, cetonas,

aminas e compostos de enxofre (OLIVEIRA, 1998).

A Tabela 2 apresenta os principais compostos responsaveis pelo aroma de gorgonzola,

mostrando seus Precursores.
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Tabela 2: Principais compostos de aroma do gorgonzola.

i

Precursores Compostos Reacdes Envolvidas Compostos de
Intermediarios Aroma
Acidos graxos livres, Metilcetonas,
Triglicerideos glicerol, hidrolise alcoois, lactonas,
digiicerideos, ésteres

monoglicerideos

Acidos graxos livres

B-cetoacidos

B-oxidacio
descarboxilacio

Metilcetonas: 2-
pentanona, 2-
heptanona, 2-
nonanona, 2-

undecanona, 2-
butanona, octa 3-ona,
octa-1-en-3-ona

|
i
H

T

Lactose Via pentose fosfato | Alcoois: etanol, octa
| ou Cetogcidos, ou 1-en-3-ol, octa 2-en- L
| aminoacidos desaminacio 1-ol, octa 1,5 —dien- |
5 aldeidos oxidativa, 3-ol, octa 1,5-dien-1- |
i reduciio ol, butano-2 3-diol |
;T Lactonas:
| Acidos graxos B-oxidagio, v-decalactona,
insaturados hidroxiacidos lipdlise, J-decalactona,
ciclizaco v-dodecalactona,
E d-dodecalactona
| Esteres: acetato e
Lactose Alcool (etanol) propanoato de
aminoacidos Acidos (cadeia curta metabolismo feniletila, cinamato !
ou media) de metila, hexanoato
de metila, pentanoato
de etila
Aldeidos
Aminoacidos Degradacio de (transitorios,
Strecker convertem-se em
alcoois e acidos):
hexanal, acetaldeido,
3-metil butanal,
benzaldeido
Compostos de
Metabolismo enxofre: 2 4-
Metionina {metionina ditiopentano,
demetioliase) dissulfeto de dietila,

2.4.5-tritichexano €
aminas volateis:
dimetilamina

Fonte: OLIVEIRA, 1998.
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2.2.2.2. Processo Biotecnologico para a Produciio do Aroma Natural de Gorgenzola

O aroma natural do gorgonzola pode ser produzido, em forma concenirada, por
fermentacdo em um processo que utiliza uma nova linhagem de Aspergilius sp n° 1099

(OLIVEIRA, 1998).

Para que ocorra uma rapida e eficiente produgio de metiicetonas a partir de
trigliceridios, € necessario uma associagiio de esporos e lipase. A suspensdio de esporos €
produzida a partir de um meio agar batata dextrose {(PDA) no qual o microorganismo € inoculado
e incubado por 4 dias a 30°C. Ja a suspensfio enzimatica, de lipase, € obtida a partir de um meio
composto de farelo de trigo : agua (7:3, m:m), no qual ¢ adicionada a suspensdo de esporos. A
mistura €, entdo, agitada e incubada por 72 horas a 30°C, sendo posteriormente filtrada, obtendo-

se, assim, uma suspensdo enzimatica bruta.

O meio para a obtencio das metilcetonas caracteristicas de gorgonzola é composto de
creme de leite, que pode ser de cabra ou vaca, e de suspensdo enzimatica. A produg@o ocorre

dentro de 96 horas a 30°C sob agitagio, sendo de 4,5 o pH de melhor rendimento.

Além das metilcetonas, outros componentes importantes na caracterizacio do aroma de

gorgonzola s&o produzidos durante o processo (OLIVEIRA, 1998).
2.2.3. Aspectos da Producio de Aromas por Processos Biotecnoldgicos

Embora sejam encontradas numerosas publicagdes sobre a produgBio de aromas por
microorganismos, 0 cenario atual demonstra que essa area estd ainda incipiente, fato que ¢
demonstrado pelo nimero de processos instalados comercialmente (JANSSENS et al, 1992;
FERON et al.,, 1996; KRINGS & BERGER, 1998).

Dificuldades técnicas explicam os poucos processos de producio. Os principais fatores
envolvidos sdo a baixa produtividade devido a dificuldades relacionadas as vias metabolicas,
toxicidade de produtos como metabdlitos téxicos que inibem a producio do microorganismo,
longo tempo de fermentacdo resultando em altos custos de producio e aumento da possibilidade
de contaminacdo, dificuldade na recuperacdio de produtos volateis, que normalmente se
encontram em baixa concentragio e apresentam problemas para a extrago, e mistura de produtos
recuperados podendo haver alguns com efeito prejudicial 4s propriedades sensoriais do produto

final, devendo, assim, ser removidos (SCHARPF et al., 1986).
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Apesar das desvantagens econdmicas da produciio de aromas por fermentagio, alguns
aspectos podem justificar os custos. Entre eles pode-se citar: produtos derivados desse processo
que podem nfo estar facilmente disponiveis pelas fontes bioldgica e quimica, e o alto potencial
aromatizante de alguns compostos que s30 necessérios apenas em pequenas quantidades.
Exemplo disso € a produgdio do butirato de etila, que produzido biotecnologicamente tem um
custo na faixa de US$ 180,00/kg, sendo que o produto natural obtido pela concentracao de sucos
de frutas custa em torno de US$ 5000,00/kg e o sintético em USS 4,00/kg (SCHARPF et al,,
1986).

FERON et al. (1996} consideram que pesquisas basicas na producZo de aromas por
biotecnologia ainda sdio importantes, devendo-se enfocar o melhor controle e manipulagdo dos
passos metabdlicos, a exploraciio e o desenvolvimento de tecnologias alternativas de producio e
recuperagio dos produtos obtidos, a busca de microorganismos produtores de aromas e de

substratos de baixo custo.

Além dos aspectos ja comentados, em decorréncia do aumento da demanda dos
consumidores por produtos e ingredientes com a designacio “natural”, a literatura indica que a
importancia comercial da producfo biotecnolégica de aromas tende a crescer tornando-se
representativa num futuro bem proximo (LUGAY, 1986; SCHARPF et al., 1986; FARBOOD,
1991; HADAR & DOSORETZ, 1991; JANSSENS et al., 1992; KRINGS & BERGER, 1998).
Desta forma, os precos mais altos cobrados para os aromas naturais muitas vezes podem ser

compensados pelos beneficios resultantes da preferéncia do consumidor (GATIFIELD, 1995).
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2.3. Desvantagens dos Processos de Producio e Estocagem de Bioaromas Livres e a

Encapsulacio como Alternativa para a Estabilizacio e Separacio dos Aromas

A maioria dos compostos de aroma naturais quando expostos ao oxigéniodo ar, aluz e
ao calor sofrem oxidacdo, decomposicdo, tornam-se resinosos ou evaporam (SZEJTLI et al.,

1979).

Alguns processos de producdo de alimentos, como a extrusdo, que submetem o0s
ingredientes a aitas temperaturas, pressdes e cisalhamento resultam em mudangas moleculares
(WEN et al,, 1990). Este tipo de processo, que pré mistura os aromas com a alimentacio, tem-se
demonstrado ndo ser econdmico devido as perdas consideraveis dos aromas, ocorrendo oxidagédo
e decomposicdo térmica. A destilagdo por vapor de aromas, com queda brusca de pressio na
saida do produto, é outro mecanismo predominante da perda de aromas (BLANCHFIELD &
OVEDEN, 1974, KINSELLA, 1978; PALKERT & FAGERSON, 1980; VILLOTA &
HAWKES, 1994; KOLLENGODE et al., 1996).

Outra forma de perda de aroma ¢ pela propria reatividade e volatilidade da maioria
destes compostos nas condi¢des normais, como € o caso do acetaldeido, constituinte essencial de
aromas de frutas frescas (SZENTE & SZEJTLI, 1995) e dos constituintes do aroma caracteristico
do café (SZENTE & SZEJTLIL, 1986). Desta forma, para que haja a disponibilidade destes
compostos para a industria de alimentos ¢ necessaria a fixaclo e estabilizagdo deste tipo de

substincia.

Uma das tecnologias possiveis de ser empregada para se aplicar o acetaldeido em
produtos alimenticios € a aplicagdio de sistemas que o geram, NOS quals 0§ pré-aromas como
acetais, cetats e dioxolanos promoveriam a liberacio de acetaldeido sob condigBes especificas,
como por exemplo o pH. Este método, contudo, que utiliza moléculas de massa molar mais alta,
apresenta algumas limitacdes devido a formaco simultdnea de outros compostos, como alcoois
correspondentes de cadeia longa, que possuem seu proprio aroma e podem afetar o perfil

sensorial, como ocorre no sistema de acetaldeido (SZENTE & SZEJTLI, 1995).

Outra possibilidade de se empregar aromas na industria de alimentos ¢ pela

encapsulacdo destas substéncias, que atua como protecfo a volatilidade e a reatividade.
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Varios pesquisadores tém estudado comparativamente a encapsulacio de aromas em
compostos como lactose, gomas ou maltodextrinas, diversos tipos de amido e ciclodextrinas
(SZENTE et al, 1988a; SZENTE & SZEJTLI, 1988; MAIER et al, 1987, ALLEGRE &
DERATANI, 1994). Diversos trabalhos tém mostrado que uma das possibilidades mais
promissoras de se estabilizar compostos de aroma é a2 formaciio de complexos de inclusio

(encapsulacdo molecular) em ciclodextrinas (SZEJTLI et al., 1979},

MAIER et al. (1987) estudaram a termoestabilidade de compostos de aroma (mentol,
pirazina, timol, vanilina ou o6leo de horteld) ligados em diferentes tipos de amido ¢ em [-
ciclodextrina e verificaram que apos ¢ aquecimento a 180°C, e muitas vezes também a extrusio,
0s compostos de aroma foram mantidos. No geral, as quantidades adsorvidas de suspensdes ou
emulsGes aquosas decresceram na seguinte ordem: B-ciclodextrina, amilose, amido de batata,
amido de tapioca, amido de trigo e amilopectina. Isto mostra que a B-ciclodextrina, quando

comparada a varios tipos de amido fo1 melhor estabilizante.

SZENTE et al. (1988a) estudaram a2 complexa¢io de aromatizantes de chd com pB-
ciclodextrina comparada & encapsulacio em lactose. Foi verificada uma notavel estabilidade dos
complexos de ¢leos essenciais comparados aos adsorbatos de lactose. Apos 3 dias de estocagem
a 80°C, as perdas de aroma do complexo foram de apenas 10% (valor médio), contra 70% para os
adsorbatos, mistura fisica. Os complexos de oleo essencial ou substincias de aromas também
apresentaram higroscopicidade muito baixa comparada com os adsorbatos. Além disso, as
inclusdes em [3-ciclodextrina de dleos de alho, cominho areminio, de cebola, endro e toronja
tiveram um aumento na estabilidade ao calor de 85 2 220°C com relagio 4 adsor¢do em lactose ¢
aumento na estabilidade a estocagem, a 40 e 60°C, com relagdo aos oleos de jasmim, anis,

tomilho, manjerona e toronja (SZENTE & SZEJTLI, 1988).

ALLEGRE & DERATANI (1994) constataram que a encapsula¢io em B-ciclodextrina
leva & malor eficiéncla de protegdo dos aromas que outros suportes, como gomas Ou
maltodextrinas. Em carreadores convencionais, muitas moléculas sdo rapidamente degradadas.
Compostos de aromas de frutas, por exemplo, s&o muito sensiveis a oxidagdo pelo ar e podem ser

bem protegidos pela encapsulacio em B-ciclodextrina.

FURUTA et al. (1994) estudaram a encapsulagio de Oleos essenciais, como o d-

limoneno, usando uma mistura de [-ciclodextrina e maltodextrina. Verificaram que houve um
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aumento na retenglo do Oleo durante “kneading” & medida que se aumentou a proporgio molar -
ciclodextrina/ maltodextrina, até atingir um valor maximo. Além disso, o d-limoneno incluso na
cavidade molecular da B-ciclodextrina mostrou-se dificil de evaporar, enquanto o adsorvido na
maltodextrina podendo ser substituido pela agua, com maior afinidade & maltodextrina, foi

faciimente removido por secagem a vacuo,

A encapsulacio molecular de diversos compostos, como ja visto, pode ser realizada com
p-ciclodextrina. Este processo geralmente tem a vantagem de modificar varias propriedades
fisicas e quimicas da melécula encapsulada, sendo mais simples e de menor custo que a maioria
dos restantes. Os complexos de inclusdo formados sio bastante estaveis e sua solubilidade em
agua € muito reduzida, o que leva a sua rapida separacio em forma cristalina (LINDNER et al.,
1981). Além disso, a encapsulacdo molecular é um processo de facil fabricacdo, baixo custo e
protegio da oxidacdo e degradagfo térmica em processos de exirusdo, protegendo os aromas da
degradac@o por temperatura (KOLLENGODE & HANNA, 1997), sendo que as ciclodextrinas
sdo capazes de encapsular compostos de aroma com massa molecular na faixa de 80-250

(monoterpendides, fenilpropanos).

A estabilidade dos complexos formados tem sido testada com relacdo ao estoque desses
compostos, mostrando a sua viabilidade na reten¢fio dos aromas. A complexagio permite a

redugdo da volatilidade e, assim, aumenta a duragfo na estocagemn e diminui perdas.

SZENTE et al. (1988b) estocaram complexos de inclusio em B-ciclodextrina com
aromas naturais e sintéticos e compostos de aroma sob condigdes normais durante 10 anos e seus
conteudos atuais foram monitorados. Estudos comparativos de cromatografia a liquido (TLC) ¢
cromatografia a gas (GC) provaram que a encapsulagdo molecular de dleos essenciais resulta em
estabilidade notavel durante o longo periodo de estocagem & temperatura ambiente e & umidade
normal. Além disso, constataram que aromas que consistem de compostos fendlicos sdo menos
resistentes a longa estocagem e que tanto a perda de aroma total quanto o grau de deterioragio do

aroma retido foram maiores no caso dos complexos de inclusio de terpendides fenilpropanodides.

Estudos utilizando 6leo essencial de alho encapsulado em B-ciclodextrina, com
estabilidade testada durante um ano e meio por TLC, indicaram que o complexo de inclusio do

oleo de alho € mais estavel que o Oleo natural (LIANCI & RUITHAI 1992).
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YUNXIU et al. (1993) formaram complexos de inclusio do dleo volatil da flor de
“ginseng” com [}-ciclodextrina, com uma eficiéncia de inclusio de 90%, obtendo um complexo

estavel e facil de estocar.

THOSS et 2l. (1994) estudaram a estabilidade dos 6leos de limfo, laranja e camomila,
estocados durante 2 anos, come compostos de inclus3o em B-ciclodextrina. Quando armazenados
de forma fechada, os compostos de inclusdo dos dleos de laranja e limo mantiveram-se estavels.
No armazenamento aberto, n#o houve total estabilidade devido & possivel influéncia da umidade.
Além disso, verificou-se que a fotodegradagio pode ser evitada ou diminuida pela formagio do

complexo.

Os complexos de aromas em B-ciclodextrina também mostraram-se bastante eficientes
como substituintes de condimentos naturais em analise sensorial de alimentos normais e
dietéticos. LINDNER (1982) encapsulou condimentos naturais e aromas verificando que os
complexos tinham composicio constante, pureza macroscopica e microbioldgica, decréscimo da

sensibilidade ao calor, luz e oxidagfo durante o estoque, polimerizacio e sublimacao.

Outros trabalhos realizados relatam que a B-ciclodextrina tem excelente desempenho na
retencdo de terpenos de oleos essenciais (REINECCIUS & RISCH, 1986), de compostos de
aroma no suco de cebola podendo ser usado como aditivos em sopas (BAOKANG &
YANTONG, 1992) e na supressio de alguns aromas indesejaveis nos alimentos (KOZQO, 1989;
SZENTE & SZEJTLI, 1990).

Estudo da estrutura formada no compiexo com [B-ciclodextrina utilizando a vanilina
confirmou a formacdo de um complexo estavel constatando que, em ambos, 0s finais fendlicos ¢
aldeido foram afetados pela complexacio, com proximidade de OCH; na vanilina aos prétons

anoméricos da B-ciclodextrina (DIVAKAR, 1990).

A protecio contra a oxidagio também foi confirmada em estudo da reacdo de
benzaldeido, metoxibenzaldeido e vanilina com B-ciclodextrina por meio de espectroscopia

fluorescente, ICD e absor¢@o de luz ultra-violeta (XIAOFENG et al., 1996).

Qutro fator 1mportante na viabilidade dos complexos de aroma ¢ a manutencio da
composicdo original do aroma durante o processo. Isto, devido & caracteristica final oferecida
pelo produto depender de cada material aromatico que ¢ composto de substancias individuais de

aromas em varias propor¢des. BHANDARI et al. (1998) estudaram a encapsulacdo do dleo de
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limio em B-ciclodextrina e verificaram que o produto encapsulado era similar ao 6leo de liméo

nas proporgoes da maioria dos aromas volateis.

O uso de B-ciclodextrina como adsorvente, em adsorcfo de fase solida, também pode ser
uma forma de recuperacio dos aromas do meio de fermentagfio, sendo uma alternativa &
destilagdo. Quando comparada a outros adsorventes a B-ciclodextrina imobilizada (Chiral Si 100,

da Serva) mostrou que poderia ser mais conveniente se uma adsorc@o especifica fosse necessaria

(KRINGS et al., 1993).

Ciclodextrinas também oferecem potencialidade para a separacio seletiva de produtos
volateis de fermentacdo soluveis em agua, pela cristalizagio dos complexos. Contendo ¢ melo de
crescimento da fermentagio alguns aminoacidos e peptideos, estes poderiam interagir com a
ciclodextrina interferindo na seletividade dos complexos obtidos. Porém, em estudos realizados
com estes compostos, verificou-se que mesmo apds 24 horas de incubacfo nio foram formados
precipitados. Este fato pode ser explicado por essas moléculas, assim como outras moiéculas
biologicas como proteinas e acidos nucléicos, que podem estar presentes em meios de
fermentaco, serem aparentemente grandes demais para formarem complexos insoluveis. Além
disso, sabe-se que as ciclodextrinas ndo sdo tOxicas aos mICroorganismos, e assim, sua presenga
durante o processo de fermentagio poderia combinar produtos de separagio com a diminuigdo de

produtos de inibi¢do no meio (SHITY & BAR, 1992).

TANIGUCHI et al. (1988) verificaram ser possivel a formacio de compostos de aroma
de raiz forte e “Wasabi” ( Wasabia japonica) por reagfo enzimatica em CO: liquido ou
supercritico. Relataram a possibilidade de separar-se estes compostos como complexos de
inclusdo, pela B-ciclodextrina e da utilizagBo destes complexos como aditivos em alimentos.
YASUMA et al. (1987) e KAMIHIRA et al. (1990) também estudaram a formacio de complexos
de inclusdo entre ciclodextrinas e compostos de aromas para a sua recuperacio apos a extragio

com CO» supercritico ou liquido.

MENERT (1991) utilizou uma solucio de B-ciclodextrina como um solvente para a
extragdo de oOleos essenciais, No caso de cominho areminio (Carum carvi) como matéria-prima,
mais de 75% do Oleo essencial presente na semente foi isolado, porém apenas 36% estava na
forma de complexo com a B-ciclodextrina. O rendimento total do complexo de cristal obtido nas

condigdes Ootimas foi de 50%, excedendo o do método de extracdo por bolhas de gas.
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Deste modo, a extracio com ciclodextrinas representa uma alternativa vantajosa que
associa a recuperacdo do aroma do meio e a sua estabilizac3o pela formaciio do complexo.
Nesses processos dois aspectos sdo fundamentais: a extracio do meio e a separacZo do complexo

resultante, sendo que, em geral, a separacd@o do complexo ¢ feita por cristalizagio.

2.4. Encapsulacdo Molecular em Ciclodextrinas

As ciclodextrinas ou dextrinas de Schardinger t€m despertado a curiosidade dos
cientistas e pesquisadores desde sua descoberta por Schardinger em 1903, So produtos oriundos
da degradacdo do amido, ou seja, oligossacarideos cristalizaveis, que podem ser recristalizados e

obtidos na forma pura (CRAMER, 1987).

Ciclodextrinas (ciclo-amilose, ciclomaltose, dextrinas de Schardinger) sdo polimeros
homogéneos derivados da glicose, cristalinos, nio - redutores, ciclicos e nfio higroscopicos. As
unidades de glicose sio unidas entre si por ligagdes de tipo a-1.4, (SZEJTLI, 1988; PREMA et
al., 1990; FUJIWARA et al., 1992; LEE et al., 1992). SZo denominadas o, B e v de acordo com o
numero de unidades de glicose. A Figura 2 mostra uma representacio esquematica das estruturas

das ciclodextrinas.

A a - ciclodextrina, também conhecida como o - dextrina de Schardinger,
ciclomaltohexaose, ciclohexaglucana, ciclohexamilose, ACD e C6A, é constituida por 6 unidades
de glicose. A P - ciclodextrina, ou P - dexirina de Schardinger, cicloheptaose, cicloheptaglucana,
cicloheptamilose, BCD e C7A ¢é formada por 7 unidades de glicose. A v - ciclodextrina, também
conhecida como v - dextrina de Schardinger, ciclomalto-octaose, ciclo-octaglucana, ciclo-

octamilose, GCD e C8A, ¢ formada por 8 unidades de glicose (SZEJTLI, 1988).

As ciclodextrinas s30 moléculas que apresentam a forma de um tronco de cone invertido
com uma cavidade interior cujo tamanho e forma sdo determinados pelo numero de unidades de
glicose. Esta forma conica deve-se & conformacfio C1 dos residuos de a-D-glicopiranosil e &
auséncia de livre rotagdo ao redor das ligacdes glicosidicas. Os grupos hidroxila secundérios (nos
atomos C2 e C3 das unidades de glicose) estdo situados de um dos lados do anel e todas as
hidroxilas primarias do outro lado. Isto confere as ciclodextrinas a propriedade de serem

hidrofilicas externamente. O lado das hidroxilas secundarias € mais largo que o lado das
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hidroxilas primarias {base do tronco de cone). O interior da molécula € composte por ligacdes
CH e oxigénio glicosidico, o que o torna relativamente apolar em agua (SZEJTLI, 1988;
BEKERS et al, 1991; LEE & KIM, 1991). Portanto, o interior da cavidade apresenta um
microambiente hidrofébico, enquanto o exterior mostra uma superficie hidrofilica. Esta
caracteristica favorece a inclusiio de compostos orginicos em seu interior, isto ¢, encapsulagio
molecular, gue tem sido muito estudada devido & importancia para a compreensdo das interagdes

enzima - substrato e principio ativo - receptor (TAWARA & KHOURI, 1993).
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Figura 2: Estrutura das ciclodextrinas ¢ suas dimensdes geométricas aproximadas (SZEJTLI,
1988).
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2.4.1. Propriedades Fisicas e Quimicas das Ciclodextrinas

As principais propriedades fisicas e quimicas das ciclodextrinas sdo mostradas na Tabela
3 (LE BAS & RYSANEK, 1987; SZEJTLI, 1988; BEKERS et al., 1991). O mais notavel nessa
Tabela ¢ a baixa solubilidade da P-ciclodextrina na agua. Muitas ligacdes de hidrogénio
intramoleculares existem entre os grupos hidroxilas secundarios. O grupo C;-OH de uma unidade
de glucopiranosideo pode formar uma ponte de hidrogénio com o grupo C:-OH da unidade
glucopiranose adjacente. Estas pontes de hidrogénio estabilizam a molécula de B-ciclodextrina, a
tornam uma estrutura rigida e, provavelmente, atuam no sentido de prevenir a hidratacdo da
molécula, o que pode explicar sua baixa solubilidade (BEKERS et al., 1991). A v-ciclodextrina
tem uma estrutura ndo-coplanar, mas flexivel, e € a mais soluvel das trés ciclodextrinas. Como

regra geral, a solubilidade das ciclodextrinas em dgua aumenta com ¢ aumento da temperatura

(SZEJTLL, 1988).

As ciclodextrinas apresentam sabor adocicado. Uma solugdo contendo 2,5 % de B-
ciclodextrina ¢ tdo doce quanto uma solucdo contendo 1,7 % de sacarose. Portanto, quando da

utilizacdo da B-ciclodextrina em processamento de alimentos, seu poder adogante deve ser levado

em consideracio (SZEJTLI, 1988).

Tabela 3: Propriedades fisico - quimicas das ciclodextrinas.

Propriedades a-CD B-CD y-CD | 1-DM-8
numeroe de unidades de glicose 6 7 8 | 7
“profundidade da cavidade (nm) | 0,78- 0,80 | 0,78-0.80 | 0,78-0.80 | 10
didmetro interno {nm) 0.47-057 { 0.,60-0,78 | 0,75-0,95 0.60
didmetro externo (nm) 1,37 - 1.46 1,53 1,69-175
"massa molar (g/mol) 972 | 1135 | 1297 | 1331
solubilidade em agua, 25°C 14,30 1,85 232 57 |
solubilidade em agua, 40°C 28,5 4,40 58,5 !
| temperatura de fusdo (°C) 275 | 280 275 205
PKa, 25 °C 12,3 12,2 12,1

1- DM - B = Heptakis-2,6-di-o-metii-beta-ciclodexirina (DIMERB)
Fonte: LE BAS & RYSANEK, 1987; SZEJTLI, 1988; BEKERS et al., 1991
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Como as ciclodextrinas s3o compostos ciclicos que apresentam uma cavidade
relativamente hidrofdbica, esta caracteristica as torma altamente suscetiveis a formacio de
complexos de incluso com muitos compostos orginicos, provocando uma alteragio nas
propriedades fisicas e quimicas dessas substdncias (BENDER, 1986; DUCHENE, 1987;
SZEJTL1,1988; FUJIWARA et al., 1992; KIM et al., 1993).

2.4.2. Formacao dos Complexos de Inclusio

Quando hidratadas, as ¢, B e v- ciclodextrinas contém 6, 11 e 17 moléculas de agua,
respectivamente. Estas moléculas podem ser substituidas por moléculas de compostos apolares
ou menos polares que a dgua. Neste processo em que ha ganho de energia, em reagdo rapida ¢

reversivel, formam-se os complexos de inclusdo,

Na auséncia de molécula “hospede”, a cavidade hidrofébica, que atua como
“hospedeira”, € ocupada por moléculas de agua (SZEJTLI, 1988). Contudo uma molécula
“hospede”™ especifica, quando adicionada & solucfio de ciclodextrina, expulsa estas moléculas de
agua e ocupa ela propria esta cavidade. Além da interacio hidrofobica, outras forcas, porém

menos intensas, também participam deste processo, como as for¢as de van der Waals.

Na Figura 3 apresenta-se um exemplo tipico de complexagio em que as moléculas de
agua internas a cavidade da ciclodextringa, no inicio da reagfo, s&o substituidas pela molécula do

p-Xileno.

a o o O o

Figura 3: Representag@o esquematica da formag@o do complexo de inclusio da ciclodextrina. A
molécula hdspede ¢ o p-Xileno e os pequenos circulos representam as moléculas de agua

(SZEJTLI, 1988).
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2.4.2.1. Preparacio dos Complexos de Inclusiio de Compostos de Aromas

Nio existe uma técnica padrio para a obtencio de complexos de inclusdo com
ciclodextrina, portanto, para cada substdncia em questdo deve ser desenvolvido um método
particular, que se adapte ao tipo de estrutura molecular. Segundo a literatura os métodos mais
comuns para obtengfo destes complexos sdo: mistura sélida ou “kneading” e a co-precipitagio

(LOUKAS et al., 1995; MICARONI, 1994; SAENGER, 1980).

As estruturas dos complexos de inclusfio diferem significativamente em solugio e no
estado solido. Em solucdo a molécula “hdspede” estd situada dentro da cavidade da ciclodextrina,
ao mesmo tempo que o complexo esta solvatado por moléculas do solvente, s3o os chamados
complexos verdadeiros. No estado cristalino, a molécula “hospede™ pode estar ndo s dentro da
cavidade, caracterizando o complexo verdadeiro, mas também no espago inter-molecular
formado pela rede cristalina. Além disso, algumas moléculas de ciclodextrina podem estar

desocupadas ou ocupadas por moléculas de dgua (SZEJTLI etai., 1979).

Para que sejam viaveis tecnologicamente os meétodos de inclusdo necessitam de
compatibilidade com as propriedades fisico-quimicas das moléculas “hospedes™, devem ser de

facil aumento de escala e controle para reprodutibilidade.

Para cada molécula a ser encapsulada é necessario a escolha de um metodo especifico ¢
de parametros de otimizacao, especialmente o contetido de dgua, temperatura, tempo de agitagio

e pH, sendo que a falta de controle do pH pode favorecer a liberagao de ions.

Além disso, a técnica de secagem usada, se um composto em po € necessario, pode
influenciar bastante no rendimento da inclusio e a taxa de dissociacdo do complexo (ALLEGRE

& DERATANI, 1994).

Existem trés meios de preparar os complexos de inclusdo (SZEJTLI, 1988): o liquido-
liquido, o liquido-sélido e o gas-liguido.

a) Complexacio em Solucio

A complexagdo em soluc@o consiste na co-precipita¢do dos compostos formados.

Neste método, o componente a ser encapsulado, ou sua solugfo, é adicionado lentamente
em uma soluglo aquosa saturada de ciclodextrina, que ¢ aquecida para dissolugdo. Se um
solvente orgdnico € necessario para a dissolucio do componente, esse tem que ser

preferencialmente solivel em &gua (etanol) ou volatil (dietil éter). A mustura deve ser
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rigorosamente agitada até alcangar o equilibrio. A cristalizagdo do complexo pode ser
completada por resfriamento ou evaporagio do solvente orginico (ALLEGRE & DERATANI,
1994), que pode ocorrer pelo repouso por 12 horas a 0°C, com posterior filtracdo e secagem por

aquecimento em estufa convencional a 50°C por 24 horas, liofilizaciio ou “spray drying”,

formando um pd branco amorfo (SZEJTLI et al., 1979; BHANDARI et al., 1998).

0O metodo da co-precipitagdo resulta emn 100% de pureza do complexo, mas € de dificil
adaptag@o a escala industrial devido a grande quantidade de agua necesséria. Além disso, alguns

complexos ndo precipitam e nfo podem ser separados dessa forma.
b) Complexacdo em Estado Soélido

Qutro metodo de inclusdo € o liquido-sélido ou da suspens3o, que consiste em se
trabalhar com uma suspensfio aquosa de ciclodextrina na qual a amostra com a molécula
“héspede” ¢ lentamente adicionada. A “héspede” pode estar pura ou em um solvente organico
miscivel em agua (que sera evaporado). Este método fregiientemente resulta em o6timos
resultados com compostos de aroma. Alem disso, ¢ facilmente adaptave] a escala industnial: o
conteudo de agua nio € tdo alto (2-3 partes para 1 de ciclodextrina, m:m), o equpamento
requerido é convencional e raramente necessita de qualquer investimento adicional, sendo que a
pasta obtida pode ser facilmente seca em “spray drver” ou liofilizador (ALLEGRE &
DERATANI, 1994).

Ha também a técnica de “kneading”, que € muito similar aoc metodo da suspensio, mas
geralmente usa apenas 0,5 parte de dgua por parte de ciclodextrina. Devido a alta viscostdade da
pasta, este método requer um equipamento especial de “kneading”. A agua necessita ser
removida sob vacuo ou pelo uso de aquecimento no equipamento (ALLEGRE & DERATANI,
1994).

YOSHII et al. (1998) constataram a melhor eficiéncia na fracdo de inclusio do d-
limoneno na p-ciclodextrina pelo método “kneading” que pelo aguoso, tendo verificado
diferencas notaveis na fragfo de inclusio quando a razdo molar de agua/ ciclodextrina for menor

gue 10.

QOutra forma de inclusdo é o “co-grinding”, em que a ciclodextrina e a amostra com a
molécula “héspede”™ sdo moidas em uma argamassa na presenca de uma pequena quantidade de

agua até que a mistura se torne pd, material sélido. O composto ¢ entdo seco até massa constante
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(SZENTE et al., 1988a). Este método usa do mesmo principio do “kneading”, porém sem o uso

de equipamento especial.
¢) Complexacio a Gés

Este método consiste em se passar a substincia em forma de gés através de uma solugdo
de ciclodextrina para gue a complexaciio ocorra (PSZCZOLA, 1988). Esta técnica ¢ utilizada
para a inclusdo de substncias aromaticas extraidas por CO; supercritico ou liquido, em que o

complexo ¢ formado sob CO; pressurizado (KAMIHIRA et al., 1990).

2.4.2.2, Caracterizacdo dos Complexos de Inclusao

A caracteriza¢do do complexo de inclusfo ¢ essencial principalmente para saber se a

molécula “hospede” realmente esta inclusa na ciclodextrina e em que extensio.

A maioria dos métodos descritos na literatura tem como base os efeitos especificos da
inclusio. Por exemplo, no estado solido, mudancgas de cristalinidade e das propriedades térmicas
devidas & inclusdo podem ser evidenciadas por difragio de raios-X e analise térmica,
respectivamente. Métodos espectroscdpicos como espectroscopia de infra-vermelho (IV) de
estado solido e RMN (ressondncia magnética nuclear) também podem ser aplicados quando

grupos funcionais apropriados estdo presentes na molécula “hospede”.

De acordo com YOSHII et al. (1992), difratogramas de raios-X de complexos entre
ciclodextrinas e alguns oleos essenciais 1€m sido estudados. Nesses estudos foram caracterizados
picos especificos do compiexo de inclusdo em dows dngulos de difragdo (28) de 5-7° ¢ 11-12°.
Além disso, foi verificado que a area sob cada pico aumenta proporcionalmente & quantidade de
complexo. Desta forma, com a utiliza¢do de um método de referéncia para padronizago, como a
cromatografia gasosa, que quantifica os volateis extraidos do complexo, a difracdo de raios-X

pode ser usada como método de caracterizag2o tanto qualitativo quanto quantitativo.

Uma grande variedade de métodos pode ser aplicada para detectar a inclusio em
solucdo. Os métodos mails representativos sdo os espectroscopicos: mudanga no espectro UV-
visivel ¢ RMN, dicroismo circular induzido, aumento de fluorescéncia. Recentemente a empresa
RINGDEX desenvolveu uma ferramenta muito eficiente para a caracterizacdo de complexos, que
consiste de uma espectrometria de massa em modo “Electrospray”(SOROKINE et al.,1992). Esta

ferramenta também ¢ capaz de verificar a estequiometria efetiva do complexo, uma vez que em
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muitos casos, a estequiometria fornecida na literatura corresponde apenas &s proporgdes de

ciclodextrina e de ingrediente ativo usado (ALLEGRE & DERATANI, 1994),

2.4.3. Viabilidade de Utilizacio das Ciclodextrinas

Das trés formas de ciclodextrina obtidas pela enzima CGTase, a mais utilizada
comercialmente € a PB-ciclodextrina, pela facilidade de obtengiio em forma pura devido a sua
baixa solubilidade. A o e a y-ciclodextrina por serem mais soluveis exigem processos de

separacao e purificacio mais complexos, levando a um maior custo de producio.

Do ponto de vista pratico, a maioria dos 6leos essenciais e dos compostos de aroma
possuem tamanhos aptos a ocupar a cavidade da molécula de P-ciclodextrina para formar os

complexos (SZEJTLI et al., 1979).

Para aplicagdes na forma de complexos de inclusfio com moléculas de maior tamanho a
v-ciclodextrina € a mais promissora, porém, para que se torne vidvel sua aplica¢dio em larga
escala, seu custo de producdo deve ser reduzido (FROMMING, 1982; DUCHENE, 1987;
SZEJTLI, 1988).

Estudos sobre metabolismo, toxicidade e efettos biologicos das ciclodextrinas, tanto na
forma livre como na forma complexada, foram realizados e demonstraram que: (i) as
ciclodextrinas sdo metabolizadas pela microflora presente no colon humano, (11) somente
quantidades insignificantes de ciclodextrina administrada na forma oral sdo absorvidos pelo trato
intestinal e (iii) a administraciio parenteral da « e da P-ciclodextrinas pode causar efeitos

hemoliticos e nefrotdxicos, o que restringe seu uso a baixas dosagens (SZEJTLI, 1988).

2.4.4. Complexacio de B-Ciclodextrina com Cetonas

TEE et al. (1996) estudaram a complexacdo de cetonas alifaticas com diferentes
ciclodextrinas por meio de suas constantes de dissocia¢io em solucdo. Os valores das constantes
de dissociagdo foram obtidos por meio de dois métodos distintos: pelo deslocamento de um

marcador fluorescente, o ion 1-anilinonaftaleno -8-sulfonato (ANS), ligado a ciclodextrina, que
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tem a intensidade de fluorescéncia atenuada & medida em que a cetona forma um complexo com
a ciclodextrina, e o da clivagem do acetato m-nitrofenil (MNPA}) pela ciclodextrina, que consiste

em um método de inibi¢do realizado em solucdo bésica.

Os resultados de alcanonas assimetricas (RCOR’) mostraram que estas sdo complexadas
a ciclodextrina principalmente pela incluséo do maior dos dois grupos alguis, desde que este ndo
seja grande demais para caber na cavidade da ciclodextrina. Porém, o grupo maior nio € o Unico
determinante na complexacio. Comparagbes dos valores das constantes de dissociagdo da 2-
pentanona {MeCOPr), 3-hexanona (EtCOPr) e 4-heptanona (PrCOPr) mostraram um decréscimo
apreciavel dos valores com © aumento do grupo menor, para complexacdes com a2 o, [ ¢
hidroxipropil B-ciclodextrinas (HP-B-CD), levando & conclusio de que o grupo menor também

influencia na formacao do complexo.

Os autores também notaram que a forca de ligacfo das cetonas a ciclodextrina aumenta
quase monotonicamente com o comprimento da cadeia, até mais de 8 carbonos (Cg). Este
comportamento ¢ revelado pela correlagfo linear de pKy (=-logKy) com o comprimento da cadeia
com 2 e 3-alcanonas para as trés ciclodextrinas ja citadas. Os dados também sdo consistentes com
a visio de que os grupos finais hidrofilicos da molécula “héspede”™ na ciclodextrina estdo
voltados para o meio. Assim, a ligacio € determinada pela inclusio da porcio alquil da molécula

“hédspede™ na cavidade da ciclodextrina.

Os coeficientes das correlacdes dos pKy com os comprimentos de cadeia de cetonas de 3
a 8 carbonos estdo na faixa de 0,36 a 0,51, correspondendo a incrementos de energia livre de 2,1~
2,9kJ/mol para cada grupo metileno que ¢ seqiiestrado do meio aquoso pela inclusdo na cavidade
da ciclodextrina. Estes valores estdo de acordo com as energias livre {(3,0-3,6kl/mol) de
transferéncia de grupos metilenos da dgua para diversos meios orgénicos, incluindo micelas,
podendo assim ser mencionado que os efeitos hidrofobicos sdo os fatores primarios que
governam a ligacio de alifaticos simples as ciclodextrinas. Porém, forgas de van der Waals, que
dependem do tamanho e drea superficial e aumentam linearmente com o tamanho da cadeia,

também contribuem significativamente.
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2.5. Lipossomas: Propriedades e Potencialidade como Estabilizantes de Aromas na

Inddstria de Alimentos

Lipossomas, ou vesiculas lipidicas, sdo definidos como compostos com estrutura em
bicamadas lipidicas com compartimentos hidrofilicos e hidrofdbicos. Preparados por uma
variedade de técnicas, os lipossomas consistem de uma, algumas ou muitas membranas de
bicamadas concéniricas e possuem um tamanho que pode variar de aproximadamente 25 nm de

didmetro a varias micra.

Essas vesiculas sio preparadas com fosfolipidios ou esfingolipidios, como, lecitinas de
soja e da gema do ovo, compostos obtidos de fontes naturais. As estruturas formadas mimetizam
células de organismos vivos e tém sido usadas como modelos de membranas por bidlogos
{ARNAUD, 1995). Fosfolipidios semi-sintéticos com cadeias de acidos graxos de comprimento e
saturacdo definidos, bem como o colesterol, também podem ser usados para propdsitos
especificos. A escolha do tipo de fosfolipidio e/ou a quantidade de colesterol tém um papel
importante na estabilidade lipossomal durante estocagem e quando injetados em animais.
Teoricamente, qualquer substincia, levando em considerac@io a solubilidade, a carga elétrica, o
tamanho molecular e outras caracteristicas estruturais, pode ser incorporada aos lipossomas,
contanto que a substincia nio interfira na formagdo da particula. Materiais hidrossoldveis podem
ser encapsulados na fase aquosa dos lipossomas, enquanto materiais lipossoluveis serdo

incorporados na fase lipidica.

A estrutura dos lipossomas ¢ determinada pelo método de preparacéo, € esses podem ser
divididos em trés classes: vesiculas multilamelares (MLVs), vesiculas unilamelares pequenas

(SUVs) e vesiculas unilamelares grandes (LUVs),

Estas vesiculas lipidicas tém sido estudadas extensivamente, nos ultimos 30 anos, nas
sreas meédica, cosmética e farmacéutica devido ao seu potencial como carreador de drogas

terapéuticas, incluindo macromoléculas bioativas (SHAHIDI & HAN, 1993).

Apesar dos lipossomas terem sido bastante estudados apenas nas dreas citadas acima, a

industria agro/alimenticia tambeém possui um grande niimero de aplicacdes potenciais.
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A dificuldade na producfo de lipossomas em grande escala com os métodos usuais, além
da baixa eficiéncia de encapsulago e uso de solventes orgénico e de equipamentos sofisticados,

fizeram os lipossomas inadequados para aplica¢des na industria de alimentos até os ultimos anos.

Porém, com o desenvolvimento de noveos meétodos de producfio, a encapsulagdo
lipossomal de ingredientes alimenticios veio a ser uma area em crescimento. Tal encapsulagio
possibilita uma ampla faixa de aplicacdes, & muitos compostos ja t8m sido encapsulados com

SUCEsSsSO: enzimas, minerais, vitaminas e aromas (ARNAUD, 1995; SHAHIDI & HAN, 1993).

Os aromas encapsulados possuem uma ampla faixa de aplicagdes na industria de
alimentos uma vez que eles permanecem encapsulados mesmo apds o contato com a agua, ao
contrario de outros metodos em que os agregados dissolvem-se na agua. Além disso, a
encapsulagiio em lipossomas permite que aromas soltiveis em Oleo possam ser suspensos em
meio aquoso. Exemplo disso € a uso de aromas encapsulados em formulagdes de biscoitos, feitos
por extrusio, que foram introduzidos para melhorar a retengfo do aroma durante 0 processamento
e a estocagem, sendo que a encapsulacdo também facilitou a dissolu¢@io do aroma na parte

gordurosa ou aquosa da preparacdo de biscoitos (LENGERICH et al., 1991).

Escolhendo os fosfolipidios certos, com temperatura de transi¢3o apropriada, os aromas
podem ser liberados apenas na boca. Aliernativamente, os biscoitos podem ser re-aquecidos pelo
consumidor levando a ruptura dos lipossomas e a liberagdo do aroma adquirindo qualidades

similares aos biscoitos assados na hora.

Outro exemplo da aplicagiio dos lipossomas na retengdo de aromas € o caso da
prepara¢do de queijos nos guais sfio adicionados aromas diretamente ao leite. Na adig#o livre hd
perda de aroma durante a formacio do coalho, porém, quando encapsulados em lipossomas, 0
aromas ficaram fisicamente retidos na matriz durante a coagulagio da proteina. Com iss0,
verificou-se que nfio s6 o gosto mas também o cheiro foram significativamente maiores que no
queijo produzido com aromas livres. Além disso, apés alguns dias de estocagem, fol verificada,
por microscopia eletrbnica, a presenga de lipossomas no queijo sugerindo o prolongamento da

liberagdo dos aromas encapsulados (ARNAUD, 1995).

Assim, pode-se verificar que hé grande potencialidade de uso dos lipossomas como
estabilizantes dos aromas na inddstria de alimentos, com a vantagem de que sua cOmPpOSIGHO

fosfolipidica natural ndo acrescenta componentes sintéticos aos alimentos.
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3. MATERIAIS ¢ EQUIPAMENTOS

s materiais utilizados compreendern:
e B-ciclodextrina (Ci2H70O5s, P.M. 1135.0), da Cyclolab, minimo de 98%.

e Lecitina de soja (Epikuron 200 SH), da Degussa, minime de 92% de PC

hidrogenada.

METILCETONAS

o 2-pentanona (M.M. 86,13), da Acros, 99%, Teb = 102°C

e 2-heptanona (M.M. 114,19), da Acros, 99%, Teb = 151,5°C

e 2-nonanona (M.M. 142,24), da Acros, 99%, Teb = 192°C

e 2.undecanona (M.M. 170,3), da Acros, 99%, Teb =231,5 - 232,5°C

s Z-octanona (M.M. 128,21), da'Acros, 99%, padrdo interno, Teb =172 - 173°C

SOLVENTE

¢ p-hexano para analise GR (M.M. 86,18), da Merck

Os equipamentos empregados s#o listados a seguir:
e Reator fechado com agitacio mecinica e circulagio de banho térmico
e Agitador mecdnico com controle digital de rotagio, da Tecnal
+ Placa de aquecimento, da Fisatom
¢ Difractémetro de Raios-X: Philips Analytical X-Ray (XRD)

¢ Cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama (FID): uso de coluna capilar do tipo

CPWAX 52CB (30mx 0,32 mm x 0,25 um)]

e Purge and Trap, da Tekmar Dohrmann: uso com coluna de adsor¢ao Vocarb 3000
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DSC 2920, da TA Instruments, usado na calorimetria diferencial de varredura
SDT 2920 Simultaneous, DTA-TGA, da TA Instruments, usado na gravimetria térmica
Espectrofotdmetro Bruker 300 AC/P, usado em espectroscopia de infra-vermelho

BOMEM MB SERIES HARTMANN & BRAUN - MICHELSON, usado em ressondncia

magnética nuclear de carbono 13.

“Spray Dryer” de bancada, Biichi, bico de injecdo spray de 1.5 mm e ciclone com pintura

eletrostatica.

Microscopio Optico, Leica modelo QWS500IW

Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV), Leica modelo LEQ 4401
QELS (Quase Elastic Light Scattering), Malvern Autosizer 4700

Espectrofotémetro UV/Vis, Hitachi, modelo U2001
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4. METODOS

4.1. COMPLEXACAO EM B-CD

O estudo da complexacio em B-CD foi feito utilizando as metilcetonas: 2-pentanona, 2-
heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona, por serem os principais compostos caracteristicos do

bivcaroma de gorgonzola, tanto em separado quanto em mistura.

4.1. 1. Predicio Teorica da Inclusiio das Metilcetonas na Cavidade da B-CD

A prediciio tedrica da inclusio das metilcetonas na B-CD foi realizada com a utilizagZo
do Software Hyperchem. Para isso, a estrutura de cada molécula, metilcetonas ¢ P-CD,
separadamente, foi inserida no programa e a sua geometria foi otimizada com o uso do algoritmo
Polak-Ribiere, de gradiente conjugado, considerando as moléculas no vacuo. Posteriormente, a
molécula de B-CD otimizada foi fixada e a de metilcetona selecionada para a otimizagdo em
relacdo a estrutura da B-CD. Este procedimento foi realizado para cada metilcetona utilizando
diversas posicOes relativas da metilcetona em relagio a ciclodextrina. Posteriormente,
selecionou-se ambas as moléculas para a avaliagdo da mudanca estrutural da 3-CD provocada

pela molécuia “hospede™.
4.1. 2. Estudo da Complexac¢io das Metilcetonas Sintéticas em p-CD
Qs estudos envolvendo as metilcetonas em mistura utilizaram uma razic molar entre

elas de 3: 6: 8,5: 1 (2-pentanona: 2-heptanona: 2-nonanona: Z2-undecanona), razdo obtida na

fermentagfio do bioaroma de gorgonzola segundo OLIVEIRA (1998).
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4.1.2.1. Estude da Influéncia do Etanol e da Diluicio das Metilcetonas na Formacio dos

Complexos por Co-Precipitacio

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito do etanol e da diluicdo das metilcetonas
na complexacglo para que fosse definido o método a ser empregado nos experimentos, uma vez
que foram encontrados, na literatura, diferentes métodos de preparagdo dos complexos por co-

precipitagdo.

Foi feito um planejamento experimental para a avaliacdo da influéncia das variaveis de
complexacdo da mistura das metilcetonas sintéticas na co-precipita¢io. Foram estudadas a
concentragdo de etanol na solugdio de B-CD (X,), a concentracdio de etanol na diluicio das
metilcetonas adicionadas (X,) e o volume de diluicdo das metilcetonas (X;). A Tabela 4 mostra
0s niveis avaliados e a 5 as cbndigﬁes dos ensaios realizados. A razdo molar utilizada entre o total

de metilcetonas e a B-CD foi de 1:1.

Tabela 4: Niveis das varidveis estudados no planejamento experimental

Variaveis Niveis codificados
L2 ‘ -1 0 1 2374
X; {viv, etanol:agua) | 0,16:0,84 “ 30:70 | 50:50 70:30 0,84:0,16
X, (viv, etanol:dgua) | 0:1 20:80 | 50:50 80:20 1:0
Xs (mL) o E 25 | 1L 20 | 26
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. . 2 . \ - .
Tabela 5: Planejamento experimental 27 das varidveis da complexacio em B-CD das metilcetonas
em mistura realizado em 5 niveis, planejamento em estrela. X;, Xy e X; representam os valores

das varidveis codificados de acorde com as expressdes da Tabela 4.

Ensaios X1 ). & X3
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 ] 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 27 0 0
14 2% 0 0
15 0 27 0
16 0 2 0
17 0 0 -2
18 0 0 27

4.1.2.2. Método de Preparacio dos Complexos

A preparacdo dos complexos foi feita por co-precipitagdo seguida de cristalizacdo,
filtraco e secagem em estufa. As condigdes experimentais empregadas na co-precipita¢do dos
complexos foram definidas pelo estudo descrito no item 4.1.2.1, que correspondem ao método

usado por KOLLENGODE & HANNA (1997).
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A B-ciclodextrina (5 g) foi adicionada a 50 mL de agua destilada a 55°C. Os compostos
de aroma (~0,5 mL) foram adicionados gota a gota & solucéio de ciclodextrina com agitacdo
constante. Interrompeu-se o aquecimento e a mistura alcangou a temperatura ambiente com
agitacio constante. O frasco com o complexo metilcetona- B-ciclodextrina precipitado foi, entio,
resfriado a 4°C por 16 horas. Apds a refrigeragio o complexo formado foi removido por filtragdo
da solugdo em papel de filtro Whatman n° 4 e lavado 2 vezes com 10 mL de dgua. O complexo

separado foi colocado em estufa a 55°C por aproximadamente 24 horas.

4.1.2.3. Quantificacio dos Compostos Complexados

As metilcetonas foram quantificadas na forma livre por cromatografia a gas, cuja coluna
foi acopiada a um detector de ionizacdo de chama (GC-FID). Para a quantificagio total dos
volatels nas amostras, anteriormente a cromatografia, foi realizada uma extragio com o solvente

n-hexano.

4.1.2.3.1. Extracio das Metilcetonas dos Complexos

A amostra em po (~0,15g) fol misturada a agua (4mL) e ao solvente n-hexano (3ml)
contendo o padrio interno 2-octanona (0,4g/L), em um tubo de vidro fechado. A solucio foi
aquecida a 85-90°C por 2.5 horas, com agitacdo intermitente. A fase orgénica contendo 0s
compostos voléteis foi removida com uma pipeta. O extrato foi posteriormente resfrigerado a -

10°C (BHANDARI et al., 1998) e mantido até analise em GC-FID.

4.1.2.3.2. Analise Qualitativa e Quantitativa por Cromatografia a Gas

A cromatografia é o método mais adequado para a determinacgfio da composi¢io original

e dos complexos de substancias de aromas (SZEJTLI et al., 1979).

Para a identificagho das metilcetonas, amostras de padrdes foram injetadas

individualmente no cromatdgrafo para a determinaco dos picos especificos de cada uma delas.

A analise quantitativa foi realizada a partir de uma curva de calibragio, ou seja, de
amostras de concenira¢des conhecidas. As amostras dos padrdes foram feitas com a utilizacdo de

um padrdo interno (2-octanona), adicionado em todas as amostras com a mesma concentragdo. A
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construcdo da curva ¢ realizada plotando-se a area sob o pico da metilcetona sobre a drea sob o

pico do padréo interno versus a concentracio.

As anélises foram realizadas utilizando a temperatura micial da coluna de 45°C por 3
minutos, aumentando gradativamente 15°C / minuto até 220°C, em gue permanece por 10
minutos. A temperatura do detector foi fixada em 250°C, a temperatura do injetor a 230°C,
empregando hélio como gas de arraste na vazio de 40 mL / minuto em sistema de injecio “split”

a pressdo constante de 100KPa.

4.1.2.4. Influéncia da Razdo Molar Inicial (Metilcetona: p-CD)

Foi obtido um perfil da razfo molar de retencao das metilcetonas nos complexos a partir
da variacdo da razdo molar inicial entre metilcetona e $-CD. Os experimentos foram realizados
de acordo com o item 4.1.2.2. O tempo de agitacdo utilizado foi de 24 horas para as amostras
com as metilcetonas em separado e de 4 horas para a mistura. Os ensaios feitos para a avaliacdo

das metilcetonas em mistura utilizaram a mesma razio molar fixa mostrada no item 4.1.2.

4.1.2.4.1. Determinacio da Estequiometria Total dos Complexos

Pelo perfil obtido, conforme descrito no item 4.1.2.4, foi possivel a obtencio da
estequiometria total dos complexos formados. Porém, para que fosse possivel a definicdo da
estequiometria verdadeira do complexo, ou seja, metilcetona no interior da B-CD, fol necessario

um estudo da extracdo das metilcetonas adsorvidas na superficie, como mostra o item 4.1.2.4.2.

4.1.2.4.2. Cinética de Extraciio das Metilcetonas Adsorvidas na Superficie dos Complexos

Os compostos volateis presentes na superficie da amostra foram determinados por
extra¢do da superficie do complexo em pé com o solvente n-hexano, usando o método de

BHANDARI et al. (1998) adaptado.
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O solvente contendo o padrfio interno 2-octanona (0,4g/L - 10mL) com o complexo
(0,5g ) foram delicadamente agitados manualmente. As amostras foram incubadas sem agitacio &
temperatura ambiente. O tempo empregado de incubagdo da suspensio foi de 24 horas, sendo
coletadas zliquotas do solvente em tempos definidos, que posteriormente foram analisadas por
GC-FID. A mistura fo1, entfo, filtrada e o residuo lavado com o r-hexano {10mL). Secou-se a

pasta resultante por 1 hora a 50-60°C.

4.1.2.5. Estudo da Cinética de' Formacio dos Complexos

Os dados cinéticos da encapsulacio das metilcetonas foram obtidos pela variagdo do
tempo de agitagdo da mistura no processo de co-precipitagdio (item 4.1.2.2). A razfo molar
utilizada para cada metilcetona em relagio a ciclodextrina foi determinada pelos resultados da
determinac3o da estequiometria dos complexos (itens 5.1.2.2.1 € 5.1.2.2.2), utilizando os valores

de saturacdo da B-ciclodextrina.

4.1.2.6. Calculo das Constantes de Associacio na Complexacio

As constantes de equilibrio dos complexos foram encontradas a partir da analise da
complexacio da ciclodextrina e dos valores de solubilidade encontrados para as metilcetonas

livres em meio sem B-CD.

As solubilidades das metilcetonas livres foram determinadas pela adic@io de excesso de
cada uma das metilcetonas estudadas em fase aquosa, ou seja, até que fosse formado um
sobrenadante. As misturas foram levadas a 55°C por 30 minutos em sistema fechado e em
seguida realizou-se a separacdo das fases em funil de separagfo. A fase aquosa foi feita extracio
com o solvente #-hexano contendo como padrio intermo a 2-octanona (0,4g/L). Posteriormente,

as amostras foram analisadas por cromatografia a gs.
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ANALISE DA COMPLEXACAO EM CICLODEXTRINA

¢ Na solubilizacdo a 55°C

K,
CD CD ()

PPT solivel

K= [CD}saluvei (2)

onde CDppr € CDeotover 580 as concentragdes de B-CD precipitada e soldvel, respectivamente. K €

a constante de equilibrio de solubilidade.
e Nacomplexacdo a 55°C

K

CDsoiﬂvei + MCEivre MC-CD (3)

55°C

onde CDgojuvel, MCiivre € MC-CD s3o as concentragdes da B-CD solavel ndo complexada, da
metilcetona ndo complexada e do complexo metilcetona-ciclodextrina, respectivamente. K

¢ a constante de associacio da complexacio a 55°C.

e Na cristalizacio a 4°C

K;
MC -CD (25°C) —— MC-CD (4°0) (4)

onde MC -~ CD (25°C ) e MC-CD (4°C) sio as concentragdes do complexo metilcetona ~
ciclodextrina a 25°C e a 4°C, respectivamente. K; € a relagdo entre as concentragdes do

complexo a 4°C e a 25°C.
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e Apds o equilibrio (no precipitado)

CDtota! = CDsofa':ve! +MC-CD + CDPPT (5

onde CDy, € a concentracio de B-CD total.

Considerando CDrecipitada desprezivel: CDiiyre = CDgoravel

Considerando MC-CDyopuve; desprezivel: MC-CD = MC-CDppy

{MC“CDPPT}
K. =
’ [CD soltvel! ][M Cifvre ] (6)
— [MC-CD] 4°C
b [MC-CDlssec ©
MC-~CD
K's= K;.Ks -3 '-—z' ¢-C L“C (8)

° [CQ'IIW'EEMC' ]

nre

Onde: [MC-CDJ]ssc € a massa de precipitado obtida, [CDjwe] € igual a CDinicial —

CDcomplexada e [MClivre € igual a metilcetona solivel (Sg) em meio sem 3-CD.
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4.1.2.7. Efeito do Reaproveitamento da Solucio de Complexacfio na Relacio Molar entre as

Metilcetonas Retidas

A avaliagdo do efeitc do reaproveitamento da solucdo de complexacdo na razéc de
retencio entre as metilcetonas foi realizada em triplicata. Inicialmente fo1 feita a complexagio
das metilcetonas em mistura de acordo com o método da co-precipitaco descrito no item 4.1.2.2.
Apos o resfriamento a 4°C e a filtragBo da soluglio de complexagdo, a solucgdo resultante da
filtragdo foi adicionada ao sistema contendo 5g de B-CD a 55°C. A partir desta etapa os
procedimentos foram os mesmos realizados na preparacio usual do complexo. O

reaproveitamento foi repetido com a solucgio filtrada da segunda e da terceira co-precipitacdes.

4.1.2.8. Estudo do Efeito das Variaveis na Secagem dos Complexos por “Spray Drying”

Foi feito um estudo da secagem dos complexos por “spray drying” para preparagdo e
comparacio dos complexos formados com os secos em estufa. Realizou-se um planejamento
experimental fracionario 2*! para avaliagio da influéncia das varidveis da secagem em “spray
dryer” dos complexos da mistura de metilcetonas sintéticas em B-CD. A suspensio de co-
precipitacdo foi levada a secagern apds a mistura dos compostos a 55°C em agitador mecénico,
sem prévia separagio dos compostos soliveis. Foi utilizado para a secagem um “spray dryer”
Biichi de bancada, descrito no item 3, com bico injetor de 1,5 mm. As varidveis estudadas foram:
o teor de sélidos da suspensdo alimentada ao “spray dryer” (X,), a temperatura da suspensdo de
alimentaciio (X3), a temperatura de entrada do “spray dryer” (X;) e a vazdo de alimentagdo (Xs).
A Tabela 6 mostra os niveis avaliados e a 7 as condi¢des dos ensaios realizados. A razio molar

utilizada entre o total de metilcetonas e a -CD foi de 1:1.
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Tabela 6: Niveis estudados das variaveis no planejamento experimental.

Variaveis Niveis codificados
-1 0 +1
X (m:m, sélidos:dgua) 04:100 10:100 16:100
X2 (°C) 30 55 80
X3 (°C) 120 145 170
X4 (mL/min) 2 3 4.5

Tabela 7: Planejamento experimental fracionério 2% das varidveis da secagem dos complexos
por “spray drying” realizado em 3 niveis. X, Xz, X5 e X4 representam os valores das variaveis

codificados de acordo com 2 Tabela 6.

Ensaios X | X2 X3 Xy
I -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0

4.1.2.8.1. Comparacio entre a Obtencio dos Complexos por Secagem em Estufa e em
“Spray Dryer”

Foram comparados, em relagdo a razdo molar de retencdo das metilcetonas na
ciclodextrina, os complexos obtidos pelo método de preparacio j& estudado, composto de 4
etapas: co-precipita¢do, cristalizacido, filtrac3o e secagem em estufa, e 0 método de secagem em

“spray dryer’, realizando a co-precipitacdo seguida de “spray drying” sem separacdo dos
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compostos soluveis. As diferentes secagens foram comparadas nas methores condigdes obtidas
nos planejamentos experimentais realizados, sendo que o teor de solidos para ambos os ensaios

foi de 16% em massa.

4.1.3. Caracterizacido dos Complexos Cristalinos

Para a caracterizacio dos complexos formados foram feitas analises por difragéoe de
raios-X, espectroscopia de infra-vermelho, calorimetria diferencial de varredura (DSC) e

ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (RMN- C).

4.1.3.1. Difracio de Raios-X

O difratograma de raios-X da B-ciclodextrina ¢ bem definido, com picos agudos. No
caso de substancias que ndo tém estrutura cristalinag, como as metilcetonas, ndo ha difracio dos
rajos-X. Assim, pode-se observar a formac¢fio de um complexo pela mudanca dos picos no

difratograma do complexo, evidenciando mudanca na estrutura da molécula.

A amostra solida foi densamente compactada num suporte e levada ao compartimento de
difragio de raios-X. As condi¢des de operacdo do difratdmetro s3o as seguintes: voltagem de
30KV, corrente de 35A, dngulo de difragdo 20 na faixa de 3 a 30°, velocidade de varredura de 2°/

minuto e “split” divergente de lmm.

Foram feitas andlises das amostras da B-CD e dos complexos de cada metilcetona nas
condicOes de saturagfo. Estas amostras foram previamente colocadas em estufa a 105°C por !
hora para que fossem retiradas as moléculas de dgua que poderiam estar presentes. Os complexos
da analise foram preparados nas condi¢bes de saturacdo de retengdo das metilcetonas. O

complexo da mistura fol preparado na razéo fixa de metilcetonas mostrada no item 4.1.2.
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4.1.3.2. Espectroscopia de Infra-Vermelho

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho foi realizada utilizando pastilhamento

em KBr usando porcentual em massa de 1%.

4.1.3.3. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As analises de DSC foram realizadas para a obtencio de dados comparativos de
transi¢lo térmica das moléculas de metilcetonas livres ¢ complexadas em P-ciclodextrina. Para a
obtengéo dos resultados de DSC foi utilizado o equipamento descrito no item 3, utilizando uma

panela vazia como referéncia.

Neste método, porgdes de aproximadamente 10mg das amostras foram pesadas em
paneias de aluminio, que posteriormente foram fechadas. Para as amostras solidas (complexos),

usou-se panelas ndo hermeéticas e para as liguidas (metilcetonas livres), herméticas.

A varredura das amostras fo1 feita na faixa de temperatura de 25 a 300°C, sendo a taxa

de aguecimento de 10°C/ minuto.

4.1.3.4. Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN- C”)

A espectroscopia de ressonncia magnética nuclear de carbono—13 com desacoplamento

alternado foi realizada em uma rotacfo de 6,3 MHz em estado sélido.

4.1.4. Estudos de Estabilidade das Metilcetonas Complexadas

O estudo da estabilidade das metilcetonas inclusas na B-ciclodextrina foi realizado com
o intuito de se avaliar a influéneia da encapsulacio das metilcetonas em B-CD e, também, como

uma forma de comprovagdo da formacgdo do complexo.
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A estabilidade foi avaliada com relacio a protecdo a volatilizagdio, degradacio térmica,

oxidacio e perdas durante estocagem.

4,1.4.1. Estabilidade a Volatilizacio das Metiicetonas nos Complexos

Foi feito um estudo comparativo da volatilidade das metilcetonas complexadas e em
estado livre. A analise dos complexos solidos foi realizada a 105°C, condicdes extremas, e a das

moléculas livres liquidas 4 temperatura ambiente,

Para a avaliacdo da volatilizag3o das substancias encapsuladas, amostras dos complexos
com cada uma das quatro metilcetonas em separado € em mistura foram pesadas em placas de
Petri previamente secas. Foi realizada a secagem das placas a 85°C por 30 minutos, ¢
posteriormente, as placas fechadas foram colocadas em dessecador por 30 minutos para que
ocorresse o resfriamento, Apos este tempo elas foram pesadas ainda vazias e em seguida com as

amostras.

A secagem do material ocorreu a 105°C, sendo o tempo de permanéncia na estufa
diferente para cada uma das amostras, de 0 a 24 horas. Apods o aquecimento foi repetido 0 mesmo

procedimento de resfriamento e pesagem utilizado para as placas vazias.

Como comparagio & volatilizacdo das metilcetonas em ciclodextrina, a volatilizagio das
moléculas livres foi monitorada em balanca analitica, em condi¢cdes ambientes de temperatura ¢
pressdo. Amostras de metilcetonas livres (0,1000g) foram colocadas em placas Petri abertas sobre

a balanga. Foi definido o tempo para que ocorresse total vaporizacdo da amostra.

4.1.4.2. Estabilidade Térmica das Metilcetonas nos Compiexos

O estudo da estabilidade térmica dos complexos foi realizado por analise de gravimetria
térmica (TGA), em equipamento descrito no item 3, com a utilizacio de uma panela de referéncia

com Oxido de aluminio.

Por¢des de aproximadamente 20 mg de complexo foram pesadas em panela de platina

que permaneceu aberta durante a andlise. O termograma foi feito na faixa de temperatura entre 23
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e 450°C, com taxa de aquecimento de 10°C/ minuto. Durante o aquecimento, foi monitorada a

variacdo de massa da amostra.

4.1.4.3. Proteciio 2 Oxidaciic das Metilcetonas nos Complexos

A protecio a oxidacdo, das metilcetonas complexadas, foi avaliada colocando amostras
dos complexos (~0,5g) em tubos fechados com atmosfera de oxigénio puro, & temperatura
ambiente. Como referéncia, parte das mesmas amostras foram colocadas em tubos com
nitrogénio puro, atmosfera inerte, para avaliacdo paraleia. Assim, a quantidade de metilcetona
oxidada foi verificada pela diferenca entre a quantidade de metilcetona nas amostras com

nitrogénio € nas amostras com oxigénio.

Em tempos determinados, por¢des das amostras foram coletadas ¢ analisadas com

relagdo a quantidade da metilcetona remanescente.

4.1.4.4. Estabilidade das Metilcetonas no Complexo durante Estocagem

A analise da estabilidade dos complexos durante a estocagem foi feita monitorando em
tempos determinados amostras de cada um dos complexos estudados. As amostras (~2g) foram
colocadas em placas de Petri abertas, em condigdes ambientes, ¢ a avaliacio da estabilidade foi
feita pela extracio total das metilcetonas e posterior analise por cromatografia a gas, utilizando os

mesmos procedimentos de quantificacdo das metilcetonas (item 4.1.2.3).

O estudo da estabilidade em frascos fechados foi feito de maneira similar, porém,

armazenando as amostras em tubos fechados e mantidos em dessecador.

4.1.5. Estudos da Complexacio do Bioaroma de Gorgonzola em $-CD

O bioaroma de gorgonzola usado nos estudos foi obtido em fermentagio a partir de um
meio composto de creme de leite de vaca e de suspensdo enzimatica, de acorde com a

metodologia descrita por OLIVEIRA (1998} (item 2.2.2.2). Apds a producgio do aroma, o caldo
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resultante da fermentac@io foi submetido & extraciio e 2 filtracio para a separag@o dos espores e

recuperacdo dos compostos de aroma, ¢ que resultou em um liquido amarelo e translucido.

4.1.5.1. Método de Preparacio dos Complexos com o Bioaroma

A preparagdo do complexo do bioaroma de gorgonzola foi baseada no método estudado
com as metilcetonas sintéticas (item 4.1.2). Porém, a agua foi substituida pelo liquido do caldo de
fermentagdo, obtido por extragfio por etanol, nfio tendo, portanto, adicio gota 2 gota dos
compostos de aroma. Desta forma, o caldo de fermentacdo foi adicionado a B-CD, sendo o teor
de sdlidos da suspensio de 12%. A comparacdo dos métodos de secagem dos complexos foi feita

de acordo com o procedimento descrito no item 4.1.2.8.1.

4.1.5.2. Caracterizacio dos Complexos Formados

Os complexos formados foram caracterizados pela quantidade de metilcetonas presentes
a partir da extraciio e concentracdio dos volateis em “Purge and Trap” seguida de GC-FID e pela
geometria formada nos métodos de secagem por estufa e por “spray dryer” a partir da

microscopia eletronica de varredura (MEV).

4.1.5.2.1. Extracgédo e Concentracio dos Volateis em “Purge and Trap”

Como a concentragio dos compostos do bioaroma de gorgonzola era muito baixa, a
extracio com o r-hexano e posterior cromatografia a gas ndo tinham sensibilidade suficiente para
analisar quantitativamente as amostras. Desta forma, fol necessaria a concentragdo dos volateis,
por extra¢io e adsorcio em coiuna acoplada ao cromatdgrafo, em um equipamento de “Purge and

Trap” (mencionado no item 3).

As amostras a serem analisadas foram colocadas, em solugfio aquosa (Sml.), em um
suporte de vidro de capacidade para 25mL acoplado ao “Purge and Trap”, ao qual era adicionado
2ml. de padriio interno 2-octanona (0,05mg/L). A coluna de adsorcfo utilizada foi a Vocarb 3000

€ 0 gas para a purga o Hélio. As amostras foram purgadas por 15 minutos a temperatura
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ambiente. A dessor¢do foi feita a 225°C durante 4 minutos, e posteriormente, a coluna de
adsorcio era aquecida por mais 6 minutos a 225°C para limpeza. A pressdo na coluna de
adsorcdo durante a purga do gas foi ajustada para 60KPa. A injeco no cromatografo, das

amostras dessorvidas, era feita automaticamente e as condigbes seguiam as mostradas no item

4.1.232.

Como a B-CD influencia a quantificacio das metilcetonas por “Purge and Trap”, devido
4 complexacio, a curva de calibracio foi obtida na presenca de B-CD, variando a massa
empregada em cada purga dos padrdes das metilcetonas. Assim, para cada massa usada de B-CD
foi obtido um coeficiente angular correspondente para a calibragio das metilcetonas., Desta

forma, construiu-se uma curva dos coeficientes angulares versus a massa de B-CD.

Como as amostras dos complexos com o bioaroma de gorgonzola a serem analisadas ndo
se dissolviam completamente e com isso nio se tinha a quantificacio da massa dissolvida por
pesagem, foi construida uma curva que relacionava a éarea do padrio interno obtida no
cromatograma com a massa de B-CD dissolvida. A partir desta correla¢do foram obtidas as
massas de B-CD nas amostras e, assim, as relagdes em massas entre as metiicetonas e a -CD nos

complexos.

A concentragio total de metilcetonas no bioaroma utilizado foi determinada pela soma
das concentragdes de metilcetonas presentes nos complexos em pd e nas solugdes filtradas
obtidas na preparacdo dos complexos com secagem em estufa. A determinacdo do total das
metilcetonas no biocaroma livre nd3o pode ser obtida de forma direta possivelmente devido a
interferéncia de compostos que se complexam com as metilcetonas prejudicando a analise e nio

resultando, portanto, na quantificacdo total da amostra.

4.1.5.2.2. Caracterizacio da Geometria dos Complexos por Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV)

As amostras em po6 foram metalizadas com uma liga de ouro e platina & espessura de
92A com taxa de recobrimento de 0,5A/s para analise em microscopio eletronico de varredura

(itern 3). A amplificagdo da 1magem das amostras foi de 500 a 3500 vezes.
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4.2.1. Estudo da Encapsulacie em Lipossomas das Metilcetonas Sintéticas na Concentracio

do Bioaroma de Gorgonzola

A estabilizacio das metilcetonas em lipossomas foi estudada usando uma solugdo

aquosa contendo as metilcetonas sintéticas em diluigio proxima a do bioaroma de gorgonzola.

O procedimento utilizado baseou-se no método de SILVA et al. {1992).

4.2.1.1. Preparacio dos Lipossomas em Suspensio

A solucdo aquosa de metilcetonas (90% em massa) foi adicionada graduaimente &
lecitina de soja (10% em massa) a temperatura de 65°C e rotagdo de 200rpm. Apds 3 minutos,
com a homogeneizacdo da suspensio, a rotacdo era aumentada para 2000rpm e mantida por 25
minutos. Apds os primeiros 10 minutos de agitacdio a 2000rpm o aguecimento era retirado do

sistema.

Para que se pudesse avaliar o efeito de um agente estabilizador das membranas lipidicas
no lipossoma, como um ac¢ucar, durante o processo de secagem, foi utilizado o manitol na
preparacdo das vesiculas adicionando-se o composto na relagdo molar de 30:70 manitol: lecitina.
O manitol foi adicionado a 200rpm apos a preparac¢dc do lipossoma, com posterior agitagdo a

2000rpm por 25 minutos.

4,2.2. Secagem dos Lipossomas

Os lipossomas foram secos em “spray dryer”, equipamento descrito no item 3, apds 1
dia de repouso para estabiliza¢do da suspensdo. A vazdo de alimentaciio foi de 4,5mL/min., a
temperatura de entrada de 120°C estando a amostra & temperatura ambiente e sendo o teor de

solidos das amostras de 10%.
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4.2.3. Caracterizacio dos Lipossomas

Os lipossomas foram caracterizados pela quantificacio da encapsulacio das
metilcetonas e pelas estruturas formadas, distribuigio de tamanho (QELS, item 4.1.33) e
morfologia. Lipossomas em suspensio: microscopia oOptica (item 4.2.3.4) ¢ lipossomas secos:

microscopia eletronica de varredura (MEV | item 4.1,5.2.2).

4.2.3.1. Quantificacio das Metilcetonas Encapsuladas

Para a quantificacio das metilcetonas encapsuladas na suspensfio de lipossomas foi
necessaria uma separagdo prévia das metilcetonas livres. A separacio foi realizada a partir da
diluico das amostras, decantacio, retirada do sobrenadante e posterior resuspensio em solugio
aquosa. Para que fosse analisado o efeito da diluicdio na liberagdo das metilcetonas nos
lipossomas, foram feitas dilui¢cdes de 2, 5 10 e 20 vezes nas amostras da suspensdo. Apés um dia
em repouso para a decantacdo dos lipossomas, foram analisadas por¢des do sobrenadante e do
decantado. O teor de lecitina no decantado foi obtido pelo ensaio fosfato, de acordo com o item

4.2.3.2.

A anélise foi realizada por cromatografia a gas precedida da concentrag¢fio dos volateis

no “Purge and Trap”. O processo seguiu o método descrito no item 4.1.5.2.1.

As amostras dos lipossomas em po foram analisadas de maneira similar, ndo sendo
necessaria a separacio das metilcetonas nfo encapsuladas, devido a secagem. Porgdes de
aproximadamente 0,003g de amostra em pé eram dissolvidas em 5mL de dgua e injetadas no
“Purge and Trap”. A calibrag@io das metilcetonas foi feita sem a presencga de lecitina devido a ndo

interferéncia na analise.

4.2.3.2, Quantificaciio da Lecitina

A lecitina foi quantificada pela medida do teor de fosfato (PO,™) nas amostras, grupo

presente nos fosfolipidios constituintes da lecitina. O ensaio baseia-se no método desenvolvido
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por CHEN (1956), que consiste da oxidacio das cadeias de 4cido graxo com acido sulfurico,
resultando em carbono elementar, em seguida é feita a oxidacdo total dos carbonos em didxido de
carbono (CO;) pela adico de perdxido de hidrogénio. O fosforo é, entdio, transformado em
ortofosfato pelo molibdato de amédnio, que ¢ reduzido pelo acido ascorbicoe resultando num

complexo de coloracio azul.

Toda a vidraria utilizada no procedimento foi lavada com detergente livre de fosfato
para que ndo houvesse mterferéncias na anélise. Foram colocadas 2 pérolas de vidro em cada
tubo de ensaio para melhorar a distribuiciio de calor e, em seguida, foi adicionado 100uL da
amostra. Adicionou-se 500ul. de acido sulfurico (10N) ¢ a mistura fol aquecida a 200°C por 30
minutos. Apos o resfriamento, adicionou-se 165uL de agua oxigenada € aqueceu-se a 200°C por
mais 30 minutos. Posteriormente, foram adicionados 4mbL de édgua destilada & temperatura
ambiente. Em seguida, colocou-se 500 pLde molibdato de aménio (0,02g/mL) e 500ul de écido
ascorbico (0,1g/mL). Aqueceu-se por 7 minutos a temperatura de 70°C para formacgio do

complexo azul. As absorbéncias foram, entdo, medidas em espectrofotdmetro (item 3) a 830 nm.

4.2.3.3. Medida de Distribuiciio do Tamanho das Particulas por Espalhamento Quasi-
Elastico de Luz (QELS)

A distribuigdo do tamanho das particulas ¢ medida a partir do espalhamento quasi-
elastico de luz laser (item 3), que correlaciona o espalhamento da luz ao didmetro das particulas.
As amostras foram colocadas em cubeta e esta era imersa em um banho de dgua Milli-Q a 25°C.

O fotomultiplicador foi alinhado em 90° em relagdo ao feixe de luz incidente.

4.2.3.4. Caracterizacdo da Geometria dos Lipossomas por Microscopia Optica

As amostras de lipossomas foram adequadamente diluidas e colocadas em laminas de
vidro com sobreposi¢io de uma laminula para analise em microscopio optico (item 3). A

amplificac@o das imagens das amostras foi de 500 vezes.
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4.3, Estudos Comparativos per Analise Sensorial dos Compostos Obtidos na Encapsulagio

do Bicaroma de Gorgonzola em B-CD e em Lipossomas

A analise sensorial foi realizada utilizando amostras do bioaroma de gorgonzola
encapsulado em B-CD, com secagem em estufa e em “spray dryer”, e em lipossomas secos por
“spray drying”. A proporgdo de sélidos foi de aproximadamente 12% em massa para todas as
preparacdes, contendo o bioaroma aproximadamente 3% de sélidos. Os métodos usados na
preparacdo dos compostos sdo 0s descritos nos itens 4.1.5.1, para os complexos com a 3-CD, e

4.2.1.1e4.2.2, para os lipossomas.

O biocaroma de gorgonzola usado nas preparacdes foi obtido em batelada diferente do
usado nos experimentos do estudo descrito no item 4.1.5, sendo o creme de leite do meio de
fermentac3o o de cabra em substituigdo ao de vaca anteriormente usado. A mudanca no meio
deu-se devido ao melthor rendimento das metilcetonas com o creme de leite de cabra, o que
levaria a um caldo mais concentrado podendo, assim, resultar em encapsulagdes com o aroma
mais intenso. Além disso, a filtracdo do caldo de fermentacao foi feita até que a parte mais
gordurosa do meio também fosse filtrada e incorporada a suspensio do bioaroma. Desta forma, o
caldo resultante era composto de duas fases, sendo a fase topo cremosa e a do fundo liquida.
Assim, antes da encapsulagio foi feita uma homogeneizagio do biocaroma por agitagido magnética

e posterior sonica¢io em banho por 30 minutos.

4.3.1. Analise Sensorial dos Compostos de Encapsulacio do Bioaroma de Gorgonzola

A analise sensorial foi constituida de 3 testes: de ordenagfo da intensidade do sabor de

gorgonzola, de aceitacdo das amostras pelo consumidor ¢ de atitude de compra.

Foram preparadas 3 amostras de paté contendo 3% em massa do pd dos compostos do
biparoma de gorgonzola encapsulados: em B-CD com secagem em estufa (amostra 245), em [3-
CD com secagem em “spray dryer” (amostra 862) e em lipossomas com secagem em “spray
dryer” (amostra 458), sendo usado o requeijdo do tipo “light” como base de consisténcia pastosa.
As amostras foram servidas com torradas e apresentadas simultaneamente aos provadores em

ordem aleatoria.
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A analise fol realizada com provadores nio treinados, num total de 30 pessoas, sendo a

ficha apresentada de acordo com o modelo a seguir:

MODELO DA FICHA DA ANALISE SENSORIAL

Nome: Data: / [/

Vocé estéd recebendo 3 amostras de paté . Ordene-as da esquerda para a direita em ordem

crescente de intensidade de sabor de gueijo gorgonzola.

- intenso +intenso

Utilizando a escala abaixo, avalie o que vocé achou de cada amostra, em relacio ao sabor de

queijo gorgonzola:

AMOSTRA Desgostet Gostei

Muitissumo muitissimo

Comentarios:

Se estes produtos estivessem 4 venda, utilizando a escala abaixo, indique qual seria sua atitude:
1+ eu certamente ndo compraria
2- e¢u provavelmente nio compraria
3- eu tenho duvida se compraria ou nio
4- eu provavelmente compraria

5- eu certamente compraria

AMOSTRA ATITUDE DE COMPRA
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.1. Predigfio Tedrica da Encapsulacio das Metilcetonas em B-Ciclodextrina

O procedimento utilizado para a obtengfio dos resultados da predicfio tedrica da inclusio
das metilcetonas na B-CD est4 descrito no item 4.1.1. A Figura 4 apresenta a molécula de B-CD

com a cavidade vazia e as estruturas das metilcetonas livres otimizadas em relagfo as distincias

atdmicas e os dngulos de ligacéo.
A otimizagdo das moléculas resultou em estruturas com energia iguais a:
= 2-pentanona: 1,53 kcal/mol = 2-undecanona: 5,36 kcal/mol

*»  2-heptanona: 2,81 kcal/mol " B-ciclodextrina: 95,56 kcal/mol

" 2-nonanona: 4,08 keal/mol

Figura 4: Modelos de estruturas moleculares, A: 2-pentanona, B: 2-heptanona, C: B-CD, D: 2-
nonanona e E: 2-undecanona. As esferas representam os atomos, sendo o carbono, a verde, o

hidrogénio, a prateada e o oxigénio, a vermelha.
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De acordo com TEE et al. {1996) as 2-alcanonas apresentam correlacdo linear entre o
pKd (= - log Kd, constante de dissociacio) e o comprimento da cadeia, para valores de
comprimento de cadeia de 3 a & carbonos em solugiio aquosa a 25°C. Esta correlagdo para
complexos com a B-ciclodextrina ¢ de 0,459. Extrapolando o comprimento de cadela até n igual a

11, tem-se as constantes de dissociagdo dos compiexos em sojucio:

= 2.pentanona: 5,07*%107
» 2-heptanona: 6,12*107
» 2.nonanona: 7,4%107

«  2.undecanona; 9,0%10°¢

Como os valores das constantes de dissociagio sofrem um aumento da ordem de
aproximadamente 10 vezes com a diminui¢do de 2 carbonos na cadeia da metilcetona, pode-se
prever que a encapsulacdo molecular da 2-undecanona ¢ a mais estdvel e que a medida que

diminui o comprimento da cadeia, diminui a forca de ligacdo entre a metilcetona e a 3-CD.

A seguir sdo apresentados os resultados da predigao da encapsulagio das metilcetonas

no interior da B-CD.
5.1.1.1. Inclusiio da 2-Pentanona em B-Ciclodextrina ™ :

De acordo com o Software Hyperchem, € possivel ocorrer a inclusdo da 2-pentanona no
interior da $-CD, como aparece na Figura 5. A inclusdo da 2-pentanona foi possivel com a

entrada da molécula pelo lado da carbonila e pelo do grupo metila.
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A’ A B

Figura 5: Representagfo da inclusfio molecular da 2-pentanona no interior da cavidade da B-CD.
As cores representativas dos atomos so as mesmas usadas na Figura 4. As esferas azuis
correspondem a molécula de 2-pentanona. A: inclusfio da pentanona com a carbonila voltada para

o lado da p-CD com extremidade mais estreita, A’: A vista lateralmente e B: inclusfio com a

carbonila para a lado de maior abertura.

De acordo com a representacfio das moléculas, observa-se que a altura da cavidade da p-
CD tem aproximadamente a mesma medida do comprimento da 2-pentanona (Figura 5 A’). Desta

forma, a estrutura da pentanona fica praticamente inteira no interior de uma molécula de B-CD.

As energias obtidas na predi¢8o das estruturas sdo:

= A 956 kcal/mol

= B: 10,62 kecal/mol
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Foi constatado que apenas uma molécula de pentanona entra na cavidade da
ciclodextrina. Com isto, pode-se predizer a estequiometria de inclusdo como sendo de 1:1 {mol 2-
pentanona: mol B-CD). Além disso, considerando as energias obtidas na simulagdo, a estrutura A,

com menor energia, € termodinamicamente mais favoravel que a B.

5.1.1.2. Incli'li:s'_?i:q da 2—Hef):fal_zn_on"a em B-Ci”c’i’dﬁeﬁrina

A 2':-hepta_f_10na taﬁibém pode ser enc.apsulada.”na B-CD. Porém, difé:_rggt_emente do gue
OCOITe Com a Ipentandn.é.,. bérte da molécula ndo ‘€sta no interior da “hospedéi:ra”, pois possui
comprimento maior que a altura da cavidade. De acordo com o Sofware Hyperchem, que
considera as moléculas no vacuo, ou seja, sem as interferéncias do meio aquoso, dependendo de
como enfre na cavidade da B-CD os grupos CH,CHj (Figura 6A) ou COCH; (Figura 6B) ficam
na parte externa ou pode ocorrer, também, com a aproximacio de outra molécula de B-CD, a

inclusdo da parte restante por outra ciclodextrina, como pode ser observado na Figura 6.

As energias preditas da 2-heptanona nos complexos sdo:

»  A: 8,89 keal/mol
= B:7.20kcal/mol
= (: 8,53 kcal/mol
« D: 217 keal/mol

» 01,72 kcal/mol
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Figura 6: Representagfio da predi¢io das estruturas moleculares dos complexos de 3-CD com 2-
heptanona (A, B,C: complexo com uma B-CD, D, E: complexo com duas B-CD’s. As cores

correspondem as mesmas moléculas que da Figura 4.
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A estrutura A tem a carbonila voltada para o meio, fora da cavidade da B-CD pelo lado
do maior anel; a B tem a carbonila para fora pelo lado do menor anel e a C possui apenas grupos
alquila voltados para o meio pela extremidade maior. Esta ultima configuracio nido ocorre
fisicamente devido as interacdes de repulsdo do meio aquoso com os grupos alquila. Ja as
estruturas D e E, com 2 B-CD’s, diferem pela posigido de uma ciclode_xtrina em relacdo a outra, na
D, os lados maior de uma e menor de outra é q{ie g6 encontram, ::na E_,__:amiias -a$ maiores

extremidades estdo voltadas para o meio da estrutura.

De acordo com a simulagdo realizada no Software Hyperchem, que considera as
moléculas no vacuo, o complexo B apresenta energia menor que o A e o C e, portanto, é
termodinamicamente mais favoravel. Assim, a estrutura que melhor representa a 2- heptanona no
interior de uma ciclodextrina ¢ a do complexo com o grupo carbonila da 2-heptanona voltado

para o lado da extremidade menor da ciclodextrina.

Entre as estruturas com duas p-CD’s, considerando fatores estéricos em que a molécula
de 2-heptanona tem major facilidade de entrar na cavidade da ciclodextrina pelo lado de maior
extremidade, a mais favoravel é a E, que proporciona menor energia a 2-heptanona.
Considerando esta estrutura, possivelmente, a estequiometria do complexo seja de 1:2, molécula

de 2-heptanona para de 3-CD.

5.1.1.3. Inclusiio da 2-Nonanona em _Q-Ciclodéxtrin;

A 2-nonanona tambem pede ser enca psulada na {3 CD da mesma forma que ocorre com

a heptanona, parte da molecula néo se T’p smona no interior da “hospedeira”. Pode ocorrer,
também, com a aproxnmag:ao de ou‘{ra moiecuia de B-CD, a inclusido da parte restante por outra

ciclodextrina, como pode ser observado na Figura 7.

As energias preditas para a 2-nonanona nos complexos sdo:

»  A: 975 keal/mol »  D: 1,04 keal/mol
«  B: 7,66 kcal/mo! » E: 1,75 kcal/mol

»  (C:7.07 kcal/mol



Figura 7: Representagfo da predicfio das estruturas moleculares dos complexos de B-CD com
2-nonanona. A, B, C: complexo com uma 3-CD e D, E: complexo com duas B-CD’s. As cores

correspondem as mesmas moléculas que da Figura 4.

63
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A estrutura A tem a carbonila voltada para o meio de soluc?o, fora da cavidade da -
CD pe¢lo fado do maior anel; a B tem a carbonila no interior da ciclodextrina voltada para o
lado do menor anel, e a C possui as duas extremidades da 2-nonanona para fora da cavidade
com o grupo da carbonila voltada para o lado do menor anel. Esta tultima configuragdo ndo
ocorreria fisicamente pelas razdes ja apresentadas no item 5.1.1.2. J& as estruturas D ¢ E, que
possuem 2 B-CD’s diferem pela posi¢édo de uma ctciodextrma emrelagdo & outra, na. D ambas
as malores extremldades estao voltadas para 0 me1o da estrutura ja na E os lados maior de

uma e menor de’outra é que se encontram.

Por anélisé das energias dos complexos formados a estrutura C é mais favoravel
termodinamicamente que as A ¢ B, para a complexacgfo em uma molecula de ciclodextring, e
dentre as com duas B-CD’s a D, que possui a menor energia para a nonanona, ¢ mais que a E.
Desta forma, considerando a estrutura > como de melhor predicdo, espera-se que a

estequiometria do complexo verdadeiro seja de 1:2 (mol nonanona:mol $-CD).
5.1.1.4. Inclusdo da 2-Undecanona em B-Ciclodextrina...

A predigdo tedrica dd encapsulag:do molecuiar da 2.undecanoz.1.2.1 em B-ciclodextrina €
semelhante & da inclusdo da 2 nonanona 1tem 5 1 3 A F lgura 8 mostra as estruturas obtidas
pelo Hyperchem. i

As energias preditas da Q-undecangé'a nos complexos sdo:

= A:6,36 keal/mol | W R = D: 5,04 keal/mol

= B:&,55 kcal/mol » [ 6,42 keal/mol

= (C: 10,97 kcal/mol

A estrutura A (Figura 8) possui as extremidades da 2-undecanona para fora da
cavidade com o grupo da carbonila voltada para o lade do menor anel,; a B tem a carbonila no
interjor da ciclodextrina voltada para o lado do menor anel, configuracdes nio possiveis
fisicamente devido interacdes analogas as citadas no item 5.1.1.2, ¢ a C tem a carbonila

voltada para o meio de soluclo, fora da cavidade da B-CD pelo lado do maior anel. Ja as
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estruturas D ¢ E, que possuem 2 B-CI’s diferem pela posi¢8o de uma ciclodextrina em relacio
a outra, na D, ambas as maiores extremidades estio voltadas para o meio da estrutura, ja na E,

os lados maior de uma e menor de outra € que se encontram.

Figura 8: Representag@o da predicdo das estruturas moleculares dos complexos de B-CD com
2-undecanona. A, B, C: complexo com uma B-CD e D, E: complexo com duas B-CD’s. As

cores correspondem as mesmas moléculas que da Figura 4,

Por andlise aniloga a realizada no item anterior as estruturas B e C s8o menos

estaveis que a A, e dentre as com duas $-CD’s a D, que possui a menor energia para a
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undecanona, ¢ mais que a E. Desta forma, considerando a estrutura D como de melhor
predigdo, espera-se que a estequiometria do complexo verdadeiro seja de [:2 (mol

undecanona: mol 5-CD).

5.1.2. Estudos da Complexacio das Metilcetonas Sintéticas em B-CD

5.1.2.1. Influéncia das Variaveis da Co-Precipitacio no Rendimento de Retencio das

Metilcetonas

As variaveis da Cb%precibitagéo foram estudadas por planejamento experimental de
acordo com o item 4.1.2 para defini¢do das condigdes experimentais da preparacdo dos

complexos. Os resultados obtidos encontram-se nas Tabelas 8 € 9 e nas Figuras 9a 12.

Tabela 8: Rendimentos obtidos pelo planejamento experimental em estrela 2° com ponto
central (X,: concentragio de etanol na solugiio de B-CD, Xy: concentragdo de etanol na

diluicdo das metilcetonas adicionadas e X3 volume de _c_:l'zlu@g:_éb das metilcetonas).

Ensaios X L X | Rendimento total (%) |

50,8
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41,5
6,9
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Grafico de Pareto dos efeitos padronizados; Varavei: VAR4S
2 fatores, | bloco, 18 ensaios; MS erro puro = 07712
DV rendimento (%)
p=0.03
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Figura 9: Grafico de Pareto dos experimentos do planejamento fatorial completo das variaveis
da co-precipitagio, obtido a partir de valores do erro puro, calculado pela vanacéo dos dados

dos ensaios 9a 12.

De acordo com a Figura 9, pode-se notar que apenas a interacfo entre as variaveis
concentragdo de etanol: dgua na soluglo de co-precipitacio e na solucio de adi¢Bo das
metilcetonas ndo foi significativa a um nivel de confianca de 95%. Desta forma, a analise da

varidncia dos dados (ANOVA) foi obtida ignorando-se o efeito desta interagdo.

Valores observados vs. preditos
3 fatores, | bloco, 18 ensaios; MS erro puro=0,7712
DV: rendimento (%)

Valores preditos

G o] 19 20 30 40 50 a0 G 86
Valores cbservados

Figura 10: Grafico comparativo dos valores preditos pelo modelo linear e dos observados.
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Valores observados vs. preditos
3 fatores, I bloco, 18 ensaios; MS erro puro=0,7712
DV: rendimento (%}

Valores preditos

-10 G 10 26 30 40 50 60 70 80
Valores observados

Figura 11: Grafico comparativo dos valores preditos pelo modelo quadratico e dos observados.

Além disso (Figura 10), observa-se que hd um desvio dos valores observados em
relacdo aos preditos no modelo linear, tendéncia que ndo ocorre na predicio do modelo
quadratico (Figura 11). Assim, conclui-se que o modelo quadratico é mais adequado ao ajuste
dos dados experimentais. Desta forma, a ANOVA foi obtida incluindo-se os efeitos

quadréticos no modelo.

Tabela 9: Andlise da varidncia para o ajuste do modelo quadratico aos dados do planejamento

fatonial em estrela das varidveis da co-precipitacdo (ANOVA).

| Fonte de Soma N° de graus Média Fealculado | Ftabelado
f variacéo quadratica | de liberdade | quadratica |
i Regressao 5471,099 8 3 683,89 11,64 3,23
| Residuos 528,930 9 58,77 | | |
Falta de ajuste | 526,613 | 6 8777 11395 | 394
Erro puro 2,314 3 | 0,77
Toal | 5951,926 17 | -

% variaglo explicada = 0,91113, r = 0,95

% maxima de variagio explicavel = 0,999
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Fealculado / Ftabelado (regressio) = 3,60

Fealculado / Ftabelado (residuos) = 12,75

Nota-se que mesnﬁd os resultados de F calculado e tabelado ndo sendo maiores do que
3, 0 modelo quadratico € mais adequado ao ajuste dos dados experimentais que o linear.
Assim, as superticies de resposta ¢ as areas de contorno das varidveis estudadas, Figura 12,
foram geradas a partir do modelo quadratico codificado, com intervalo de 95% de confianga,

apresentado na Equagdo 9.

Y = 36,5741 — 17,4832X,; — 2,2983X," - 8,8366X; — 1,3853X," ~ 1,2069X; ~ 2,7603X,’
(+0,4384) (£02377) (+02473) (£0,2377) (+0,2473) (£0,2377) (+0,2473)

+1,2512X:X; — 1,3982X,X; (9)

(£0,3105)  (£0,3105)

A Figura 12 apfesehté__as: supetficies de resposta € as areas de contorno obtidas com o

Software STATISTICA.
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Figura 12: Superficies de resposta e curvas de nivel descritas pelo modelo da equagio 9

codificada.



Observou-se que a presenca de etanol na solu¢io de co-precipitagéo e na diluigdo das
metilcetonas resulta em menores retencdes das metilcetonas, bem como a maior diluicdo das
metilcetonas. Isto € devido & maior solubilidade das metilcetonas em meio etanol: adgua,

favorecendo a sua parti¢do na solugfo.

Portanto, as melhores condicdes experimentais para a realizagdo da co-precipitacdo
encontradas nos experimentos foram a adigcio concentrada das metilcetonas e a auséncia de
etanol. Sendo, assim, definidas as condi¢des da co-precipitagio para os estudos de

complexacdo em B-CD.

5.1.2.2. Influéncia da Razio Molar Inicial (Metilcetona: B-CD) na Complexacio e

Determinacio da Estequiometria dos Complexos Formados

5.1.2.2.1. Complexos com as Metilcetonas em Separado

O método utilizado para a obtengdo dos dados da influéncia da razdo molar inicial
entre as metilcetonas e a 3-CD esta descrito no item 4.1.2.4. As Figuras 13 a 16 representam

os resultados (em base seca) obtidos nos experimentos, realizados a 55°C.
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0,8+ 0,8
@_: £ _ E
%g 0,6 %i 0,641 .-_/.‘L 1
ég 0,4 E é 0.4 _
24 tF: L]
g g
0.2+ B - ‘ 0,24 _;
- = " - S O—"" i
T AT T TS =
0.0 oo ® - : . \ 0.6 j : . i
o8 L.5 1e L5 #9 2.3 20 &0 0.5 0 1.5 20 2% 3.8
Razde meotar inicial { Z-pentanana/Hi-C0) Razdo moisr inigial (2-heptanona/-CO}
Figura 13: Perfil da influéncia da razdo Figura 14: Perfil da influéncia da razdo
molar inicial na retencfo total da 2- molar inicial na retencio total da 2-

pentanona na -CD. heptanona na B-CD.
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Pelas Figuras 13 a 16, verifica-se que os valores da razdo molar inicial para a
saturagio da retencdo total no complexo ¢ de 1:1 para todas as metilcetonas estudadas, nao
havendo mailor retencdo com o aumento da razio molar inicial, considerando o erro
experimental dos ensalos. Assim, a preparagdo dos complexos sera realizada usando a
propor¢ao molar inicial de saturagcdo de cada complexo obtendo, assim, um melhor

aproveitamento da 3-CD.

Além disso, 0 méximo da saturagdo ocorre em uma retengio, em mol:mol, de 0,07:1
+ 0,03 para a 2-pentanona, 0,61:1 £ 0,03 para a 2-heptanona, 0,73:1 £ 0,03 para a 2-nonanona
e 0,64:1= 0,03 para a 2-undecanona, sendo estes os valores da estequiometria total dos
complexos, ou seja, quantidades de metilcetonas retidas tanto na cavidade da ciclodextrina

quanto fora dela.

Verifica-se, também, que a quantidade retida de 2-pentanona no complexo (~0,07) €
bastante inferior & das outras metilcetonas estudadas. Este resultado pode ser explicado pela
menor massa molar (86,13g/mol) que resulta numa maior capacidade de difusdo pelo interior
da ciclodextrina. De acordo com REINECCIUS & RISCH (1986), moléculas “hdspedes”
muito pequenas dificilmente sdo retidas na 3-CD. Além disso, segundo trabalho realizado por
TEE et al. (1996), quanto maior a massa molar da metilcetona menores as perdas de massa

durante a secagem dos compiexos.



A baixa estabilidade de complexos com compostos pequenos pode ser explicada
também pelo fato de eles ndo terem contato suﬁciente com a parede da cavidade da
ciclodextrina. Portanto, as forgas de ligacdo entre as moléculas tormam-se reduzidas. A 2-
pentanona, além da pequena massa molar, ¢ uma molécula alifatica, o que a faz ter tambem
um volume reduzido. Desta forma, possivelmente seu tamanho impede que as interagdes com

a parede da cavidade sejam suficientes para a retencio.

A maior dificuldade de formagio do complexo com a 2-pentanona também pode ser
vista a partir das energias obtidas na predicdo das estruturas no item 5.1.1, em que a energia
predita para o complexo com a pentanona (~10kcal/mol) € maior que a dos outros complexos

(entre 1 e Skcal/mol), ou seja, € requerida maior energia para a formagdo da estrutura.

Outro fator que pode ser atribuido a baixa retencio da 2-pentanona ¢ sua maior

polaridade, ja que a cadeia de hidrocarboneto da moiécula € a menor entre as quatro.

Estudos mostram que compostos volateis mais polares sdo menos retidos (GOUBET
et al., 1998). Provavelmente, 1sto ocorra pela maior solubilidade dos compostos em agua, que
tem como conseqliéncia a maior facilidade de difuso pela matriz durante a secagem, e pela
diminui¢ao da constante de associagiio do complexo, j4 que a cavidade da ciclodextrina tem
carater hidrofébico. Esta caracteristica da matriz faz com que a complexacio requeira um
grupo ndo polar, hidrofébico, como constituinte da molécula “hdspede”. Desta forma, a

ligagdo torma-se mais forte quanto maior o contato dos grupos hidrofobicos com a cavidade.

Outra caracteristica fisico-quimica importante no processo de difusfo da 2-pentanona
na B-ciclodextrina € a volatilidade relativa. Nesse caso, a pentanona também ¢ a molécuia com
menor capacidade de retencdo, j& que sua pressdo de vapor € a maior enire as metilcetonas

estudadas, como visto no item 3, pela sua menor temperatura de ebuli¢3o.

Sendo assim, dentre os fatores que influenciam na retencio dos volateis, como: massa molar,
polaridade e volatilidade relativa, a pentanona € a metilcetona menos favoravel & reten¢@o no

complexo explicando, portanto, sua reduzida quantidade complexada.
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5.1.2.2.1 a) Cinética de Extracio das Metilcetonas da Superficie dos Complexos com a -

CD

Para que fosse possivel avaliar as forcas de interacio das moléculas nos complexos
foi feito um estudo da cinética de recuperac@io das metilcetonas complexadas em solvente
orgnico. Os experimentos foram realizados de acordo com o item 4.1.2.4.1. Os resultados sdo

apresentados nas Figuras 17 a 20.

"
w
n

-~
; 0.8 ~ : 3G .<| _______ L N
— 1 _//"_{ i
E 6.5 L @s 2 — |
= ] ] z ‘I / E
5 P oza
o = 1 " |
5 0.2 = 15 v l
- « 1/
@ 7.0 Wel ] L] - ej -;’;
- 9.2 j - J ',:‘f i
w | Il 5 ": :
L | » 2-pentanona | = ? i *# 2-heptanona !
= . 3
4 ZC-}CO 20}30 BOED 40‘09 S?DG 60}30 ODI 1¢92¢ 25’00 30‘30 40‘00 501-30 6&60
Tempo {Minutos} Tempo (minuios}
Figura 17 Cinética de extragio da Figura 18: Cinética de extragio da
superficie do complexo de 2-pentanona superficie do complexo de 2-heptanona
com m-hexano. com #n-hexano.
&0 T
~ ] 124
: 50 ; ! -~ 1
£ | giode. "
© o . =¥ .
z // [ % 8
= u o
= 30 o J
e A
- __f/ £ 6o
© « 1]
P ‘[ v i} ]
b : I
mle-,. i ¥ 2-nocnanona % b
= i H
= 7 | 3 = 2 f
D e . - . st 1 | = Z-undecanona !
2 1egQ 2000 3040 40G0 5000 s6GO0C 0 .
N ¥ T T T T T
Tempo (M invros) 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Tempo {minutos)
Figura 19: Cinética de extracdo da Figura 20: Cinética de extracio da
superficie do complexo de 2-nonanona superficie do complexo de 2-undecancna

com n-hexano. com p-hexano.



A Tabela 10 apresenta valores referentes a retencio total de metilcetona no complexe

¢ a extraida.

Tabela 10: Remocio de metilcetonas dos complexos de B-CD, apds 100 horas de extragdo

com #-hexano.
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Metiicetona ne

Massa total retida no

Massa obtida na

Massa estimada na

compiexo complexo (mg) solucéio de extracio superficie do
(mg) complexo (mg)
Z2-pentanona 2.8 0,0 0,0 (0% *)
2-heptanona 31,2 30,2 7,0(22% *)
Z-nonanona 48,0 42 6 14,0 (29% *)
2-undecanona 43.0 9.5 9.5 (22% *)

{*): valores expressos em porcentagem obtidos pela razéo entre a massa estimada na superficie e a massa total no

complexo.

Pelas Figuras 16 a 20 e pela Tabela 10, pode-se verificar que hi diferentes

comportamentos para a extracio superficial das metilcetonas do complexo em B-ciclodextrina.

Na Tabela 10, verifica-se que hé uma quantidade de pentanona retida no complexo
bastante inferior a das outras metilcetonas, e pela Figura 17, verifica-se que o compiexo de
pentanona ndo libera esta metilcetona durante a extragdo, nem apés 4 dias de imersdo no
solvente, ou seja, provavelmente a pentanona retida no compliexo esta toda no interior da

ciclodextrina.

Os resultados referentes 4 2-heptanona e & 2-nonanona mostram que estas possuem
comportamentos semelhantes, sendo que a massa de metilcetona presente no solvente s
atinge a saturagio em valores préximos aos da metilcetona total no complexo, ou seja, com o
tempo, a lavagem extral a mator parte da metilcetona retida no complexo, deslocando também
a retida no interior. Com 1550, ndo € possivel fazer uma avaliagio precisa da quantidade de 2-
heptanona ou 2-nonanona adsorvida na superficie da B-CD. Porém, pode-se notar, pelas
Figuras 18 e 19, que ha inicialmente um rapido deslocamento da massa de 2-heptanona e de 2-

nonanona do complexo com perfil praticamente linear. Posteriormente, o comportamento da
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remocdo de ambas as metiicetonas muda, tornando-se mais gradual que o inicial. Estima-se
que, inicialmente, seja deslocada a metilcetona da superficie do complexo e que em tempos
maiores 0 n-hexano também seja capaz de remover a maior parte da metiicetona no interior da
ciclodextrina. Assim, pelo comportamento inicial das curvas, estima-se que 22 e 29% da
metilcetona total do complexo esteja na superficie dos complexos de 2-heptanona e 2-

nonanona, respectivamente.

J4 o complexo de undecanona (Figura 20) mantém a massa extraida na lavagem
constante por varios dias sendo que, a massa presente no solvente ¢ bastante inferior a total no
complexo. Com 1830, espera-se que a massa facilmente deslocada seja referente a adsorvida na
superficie do complexo, enquante a 2-undecanona nio extraida com o solvente esteja presa
por fortes interagdes no interior da ciclodextrina. Verifica-se também, que a proporgdo de
undecanona na superficie do complexo € de aproximadamente 22% da total retida, massa

extraida .

Desta forma, apenas foi possivel realizar a quantificagdo precisa da metilcetona na
superficie do complexo para a 2-undecanona, sendo que para os complexos de 2- heptanona e
2-nonanona, a quantificagio foi estimada. Com isso, pode-se verificar que a porcentagem de
metilcetona na superficie do complexo foi préxima para estas trés moléculas estudadas (22-

29%:y}. J4, a pentanona, mostrou-se ausente da superficie da ciclodextrina.

5.1.2.2.1 b) Estimativa da Estequiometria Verdadeira do Complexo

A estequiometria verdadeira dos complexos formados com a B-CD é referente a
relagdo molar de inclus&o molecular na B-CD, ou seja, relag@o molar das moléculas no interior
do complexo. Assim, de acordo com o item 5.1.2.2.1.a, em que se encontrou valores de massa
estimados na superficie dos complexos formados com as outras metilcetonas, pode-se calcular
as razdes molares de retengdo na superficie, e por diferenca, os valores no interior da

ciclodextrina. Os resultados s3o apresentados na Tabela 11,



Tabela 11: Estimativa das estequiometrias dos complexos com as metilcetonas sintéticas em

separado.
Complexacio Razio molar de retenciio (mol metilcetona : mol B-CD)
2-Pentanona | 2-Heptanona 2-Nonanona | 2-Undecanona
Superficie (*) 0,0 0,14 0,21 0,16
Interior 0.07 0,47 4,52 0,48
Total (*%) 0.07 0,61 0,73 0,64

{*): erro expertmental da ordem de + 0,03

{**%: erro experimental da ordem de £ 0,03

Pode-se concluir que a inclusfio no iterior da ciclodextrina para as trés maiores
metilcetonas possui a relacdo de 1 molécula de metilcetona para 2 de ciclodextrina, que esta
de acordo com a predicio tedrica da estequiometria verdadeira feita pelo Software

Hyperchem, cujos resultados foram apresentados no item 5.1.1.

Para a massa total retida das metilcetonas por 100g de p-ciclodextrina, que foram de:
9,6g para a undecanona, 9,1g para a nonanona os resultados para os compostos de aroma
isolados s3o bastante proximos daqueles obtidos na literatura para o aroma completo, como 0s
obtidos por BHANDARI et al. (1998) 9,451g de dleo volatil de limdo : 100g de [-
ciclodextrina, por SZENTE et al. (1988a), entre 9 ¢ 10% (em massa) para o 6leo de limdo, de
jasmim, de menta, de canela, para o geraniol, o citral € o cinamaldeido, e por KOLLENGODE
& HANNA (1997) 8-9 g de aroma:100g de B-ciclodextrina, entre eles a 3-octanona. Ja para a

heptanona (6,1:100) e pentanona (0,5:100), os valores de reten¢o maxima foram menores.

Com relagdo & quantidade na superficie do complexo, os valores diferem dos
encontrados na literatura, para a 2-undecanona e 2-nonanona foi obtida uma retencio de
aproximadamente 3,0% em massa, para a 2-heptanona de ~1,5% e para a 2-pentanona de zero,
enquanto BHANDARI et al. (1998) obtiveram 0,12% para o oleo de limdo e WESTING et al.
(1988) 0,43% para o complexo de oleo de laranja.

Além disso, os valores de saturagdo foram bastante proximos aos da razéo inicial
obtida por BHANDARI et al. (1998) de 12:88 em peso, que corresponde aproximadamente a

reiac3o molar de 1:1 das metilcetonas estudadas.
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5.1.2.2.2. Complexos com as Metilcetonas em Mistura

Os resultados (em base seca) obtidos nos experimentos, realizados a 55 C sao

apresentados na Figura 21 e na Tabela 12.
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Figura 21: Perfis da influéncia da razdo molar inicial na retencio individual e total da mistura
de metilcetonas. Razdo molar da mistura: 3: 6: 8,5: 1 (2-pentanona: 2-heptanona: 2-nonanona:

2-undecanona).

Tabela 12: Rendimento na saturagao do complexo de -CD com as metilcetonas em mistura.

’f Metilcetona Massa retida 1 Rendimento médio (%)(*)
f /massa B-CD (g/100g)
| 2-pentanona 0 | 0 J
2-heptanona 1,2 27 ;‘
| 2-nonanona 5,2 70
Z-undecanona [,O 80 |
| mistura 7.4 ; 51

: | |
L |

(*}: valores obtidos a partir da razlio entre as massas de metilcetonas retidas nos complexos e adicionadas 2 co-

precipitagdo.



Pela Figura 21, verifica-se que a razio de saturagio do complexo para a mistura de
metilcetonas é encontrada em valores de razdo molar inicial proximos de I:1 (metilcetona

total: B-CD), como os encontrados para as metilcetonas em separado (item 5.1.2.2.1).

Pela Tabela 12, constata-se que ocorre uma variagdo nos rendimentos das
metilcetonas complexadas. Sendo assim, verifica-se que hd uma mudanca na relacio molar

inicial entre as metilcetonas na mistura, como mostra a Tabela 13.

Verifica-se, também, que a relagio massica de retencio da mistura € de 7,4g de
metilcetona por 100g de pB-ciclodextrina, valor proximo aos obtidos em experimentos

anteriores realizados com diferentes compostos de aroma, como os ja citados no item 5.1.2.2.1

b).

A Tabela 13 apresenta os dados de proporgdes iniciais € apos a complexagdo das
metilcetonas em mistura, nas condigGes de saturagdo, incluindo os valores da estequiometria

total do complexo.

Tabela 13: Comparacdo entre as proporgdes iniciais e finais das metilcetonas

sintéticas em mistura na preparagdo do complexo.

Razio molar

Metilcetonas Inicial No complexo
MC: B8-CD Entre MC's | MC: B-CD (*)}(*%) Entre MC's
2-pentanona 0,15:1 3,0 0,00 0,0
2-heptanona 0,33:1 6,0 0,07:1 1,0
2-nonanona 0,45:1 8,5 0.45:1 6.4
2-undecanona 0,06:1 1.0 0,08:1 1,1
total 1:1 - 0,60:1 -

{*): valores de estequiometria total do complexo.

(**): erro experimental de = 0,03.

A Tabela 13 mostra que a raziio molar total de retencdo das metilcetonas na
ciclodextrina ¢ de 0,60 + 0,03, valor préximo aos encontrados para as metilcetonas estudadas

individualmente, com exceciio da 2-pentanona. Nota-se, também, que houve competicio entre
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as metilcetonas. Assim, a Z-pentanona, com capacidade de retencdo bastante inferior as
demais, n3o foi retida no complexo. J& a 2-heptanona, que para um valor da nonanona de
retencio na B-CD de 0,45: 1, deveria estar presente numa razdo molar de 0,33: 1, apresenta-se
ermn quantidade mais de quatro vezes menor (0,07: 1). Com relagio & concorréncia entre a
nonanona ¢ a undecanona, verificou-se que a undecanona ficou encapsulada com um pequeno
aumento da raz@o molar de retenclo, de 0,06:1 para 0,08:1. dentro do erro experimental. As
diferengas de retenc¢io ficam ainda mais evidentes quando se observa os dados de razdo molar

inicial e final entre as metilcetonas,

Essa competi¢io pode ser explicada pela diferenca entre as constantes de dissociagao
das metiicetonas alifaticas em solugdo de ciclodextrina, como visto no item 5.1.1, sendo de:
5%107, 6,12*10'4, 7,4’*‘10'5 e 9%10° para 2-pentanona, Z-heptanona, 2-nonanona e 2-
undecanona, respectivamente. Outro fator que pode estar relacionado € a capacidade de

reten¢do dos compostos volateis na matriz, como ja discutido no item 5.1.2.2.1 b).

Essa mudanca da razdo molar entre as metilcetonas apds a complexagio pode
ocasionar mudancas nas caracteristicas sensoriais do aroma, uma vez que a concentracao dos
compostos € um fator determinante no aroma. Na tentativa de se contornar esse problema, nas
etapas de complexagdo dos compostos obtidos por fermentagdo, foram realizados ciclos

repetidos de co-precipitagdo.

5.1.2.3. Cinética da Complexacio das Metilcetonas

5.1.2.3.1. Metilcetonas em Separado

A influéncia do tempo de agitagdo na formacio do complexo foi estudada de acordo
com o item 4.1.2.5. A Tabela 14 apresenta os resultados de retengo com o tempo obtidos para

0s complexos das metilcetonas separadamente,



Tabela 14: Cinética de co-precipitacio dos complexos de B-CD com as metilcetonas estudadas

separadamente.
Razio molar de retencéo total (MC : B-CD), expressa em base seca (*)
Tempo (horas) | 2-Pentanona 2-Heptanona 2-Nonanona 2-Undecanona
0 0,10 0,63 0,73 0,60
0,5 0,05 0,63 0,74 0,69
1 0,07 0,58 0,73 0,69
7 - - 0.73 -
16 - - 0,71 -
24 0,07 0,60 0,74 0,66

(*) erro experimental da ordem de £ 0,03

Pode-se observar (Tabela 14), que ndo houve variagio significativa na retengdo total
das metilcetonas: pentanona, heptanona e nonanona, com o tempo de agitagfo. Desta forma,
verifica-se que a complexagdo destas moléculas ocorre muito rapidamente. No caso da
retengdo da 2-undecanona com o tempo, verifica-se que a razfio molar total obtida no tempo
zero, resultou em uma retencdo um pouco menor que a de saturagfo, que ¢ alcangada em até

30 minutos.

Os rendimentos médios da encapsulacio das metilcetonas, calculados em relag@o a
massa inicial de metilcetona, foram de 3% para a 2-pentanona, 43% para 2-heptanona e de

60% para a 2-nonanona € para a 2-undecanona.

5.1.2.3.2. Metilcetonas em Mistora

Os experimentos foram realizados seguindo o procedimento do item 4.1.2.5. A
Tabela 15 apresenta os resultados da cinética de retenc@o obtidos para os complexos

formados.
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Tabela 15: Cinética de co-precipitagiio do complexo de B-CD com as metilcetonas em mistura.

| Tempo ;i?Razﬁo molar de retenciio total (metilcetonas : B-CD, em base seca (*))
(minutos) | 2-Pentanona | 2-Heptanona | 2-Nonanona | 2-Undecanona | Total
E 0 y 0,06 0,46 0.08 0,59
30 0 0,07 0,46 | 0,08 i 0,60
i 60 0 0,07 0,46 0,08 % 0,61
240 ; 0 0,07 045 | 007 1 039

(*) erro experimental da ordem de £ 0,03

A Tabela 15 mostra que o tempo inicial ja € suficiente para a saturacio da retengio
das metilcetonas na B-ciclodextrina, ndo havendo diferenca na complexacio dentro do tempo
estudado. Assim, pode-se considerar que a formacgdo do complexo € bastante rapida, resultado
ja esperado devido aos dados obtidos com as metilcetonas em separado. Observa-se também
que n3o ha mudanca entre a razdo molar das metilcetonas retidas com o maior tempo de
agitacdo, ou seja, 0 aumento do tempo de agitacdo da mistura ndo interfere na competi¢o

entre as metilcetonas estudadas.

5.1.2.4. Calculo das Constantes de Associacio das Metilcetonas na Complexacio

Tendo encontrado os valores de saturagdo dos complexos, pode-se calcular as
constantes de associagdo. Lstas foram encontradas a partir das relagdes da complexacgdo entre
a B-CD e as metilcetonas, descritas no item 4.1.2.6, sendo K, (Equa¢do 5) igual a 1,88 ¢
[CDsoltvel a 55°C] igual a 65,28g/L. Os resultados sfo apresentados na Tabela 16 e Figura

22, considerando o volume de 50mL empregado na preparacio dos complexos.



Tabela 16: Valores para o calculo das constantes de associagiio dos complexos com cada uma

das metilcetonas estudadas com a B-CD (K’s: Equacio 8).
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Metilcetonas Massa a 4°C IMC] a 55°C (g/L) K’ (g/L)’
(MC-CD) (g)
2-pentanona 4.05 32,054 0,039
2-heptanona 433 2,508 0,529
2-nonanona 4.49 0,214 6,431
2-undecanona 4,70 0,045 32,014

As constantes de associagio encontradas indicam que o grupo metil das 2-alcanonas
contribul positivamente para a complexagio, o que implica em uma menor solubilidade em
melo aquoso, ou seja, quanto mais soltivel a metilcetona, menor a constante de associacdo com

a B-CD.

Além disso, pode-se notar (Figura 22), que ha uma correlacdo linear entre log(K’s),
que € igual a -pK’s, e 0o comprimento da cadeia de carbono das metilcetonas. Verificou-se,
também, que o valor encontrado para o coeficiente angular da reta (0,49 £ 0,03) ¢ bastante
proximo ao valor relatado por TEE et al. (1996) para as 2-alcanonas a 25°C (0,459 = 0,010).
TEE et al. (1996) reportaram que valores de coeficiente angular na faixa de 0,36 a 0,51
correspondem a incrementos de energia livre de 2,1 a 2,9kJ/mol para cada grupo metileno que
¢ seqiiestrado do meio aquoso pela inclusio na cavidade da ciclodextrina. Estes valores sio
proximos aos (3,0 a 3,6kJ/mol) de energia livre de transferéncia de grupos metilenos que estio
na agua para diversos meios orgdnicos, incluindo micelas, o que indica que os efeitos
hidrofébicos sfio os fatores primarios que governam a ligacdo de alifaticos simples as
ciclodextrinas. Contudo, as forcas de van der Waals, que dependem do tamanho e da area
superfictal ¢ aumentam linearmente com o tamanho da cadeia também contribuem

significativamente na formacgio dos complexos.
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Figura 22: Perfil da influéncia do tamanho da cadeia de carbonos da metilcetona no ~log da

constante de associagdo dos complexos com a B-CD.

5.1.2.5. Efeito do Reaproveitamento na Razdo de Retencio das Metilcetonas em Mistura

Esta avaliacdo foi feita na tentativa de que fosse atingida uma proporgio entre as
metilcetonas em mistura no complexo mais proxima da inicial. Os resultados foram obtidos

conforme o 1item 4.1.2.7 e sd3o mostrados na Tabela 17.

Tabela 17. Variacdo da razio de retengdo das metilcetonas em mistura com o0

reaproveitamento (reaprov.) da soluc@o de co-precipitacio.

Metilcetonas L Razioe molar de retencéo
[ Inicial 1°Reaprov. | 2° Reaprov. | 3° Reaprov. Erro

2-Pentanona 0,000 0,003 0,002 0,000 + 0,001

2-Heptanona 0,146 0,001 0,000 0,000 + 0,006
; 2-Nonanona ] 0.45 0,00 0,00 0,00 + 0,010
[2-Undecanona | 0,071 0,000 0,000 | 0,000 £0,003
;!Totai 0,667 0,005 0,002 0,001 +0,014
‘} Rendimento (%6)(*) 54,7 04 0,2 0,1 -
i B

(*): valores calculados pela relagio entre as massas de metilcetonas recuperadas nos complexos e as adicionadas

4 co-precipitacio.




O reaproveitamento da solugo resultante da filtrac8o apos o resfriamento da mistura a

4°C resultou em uma pequena retencio da 2-pentanona no 1° e 2° reaproveitamentos, o que

nio ocorre na co-precipitac@o inicial (Tabela 17). Porém, verifica-se que a alteragio na razio

molar entre as metilcetonas retidas ¢ muito reduzida, o que provavelmente nio alteraria de

forma significativa o resultado sensorial da mistura de metilcetonas.

5.1.2.6. Influéncia das Variaveis de Secagem dos Complexos por “Spray Drying”

As condi¢des de secagem da suspensdio de co-precipitacdo dos complexos com B-CD

foram avaliadas por meio de um planejamento experimental fracionario 2 (item 4.1.2.8). Os

dados obtidos no planejamento aparecem nas Tabelas 18 e 19 e nas Figuras 23 e 24.

Tabela 18: Resultados do planejamento experimental fraciondrio 2*' com ponto central, com

relagio ao rendimento obtido, a umidade das amostras e a porcentagem de metilcetonas na

superficie do complexo. Ensaios correspondentes aos apresentados na Tabela 7.
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Rendimentos de retenciio (%) Porcentagens
Ensaios Total Interior da B- | Molar de MC’s | Umidade nas
D na superficie amostras

1 2.8 2,6 8,2 10,5

2 25,1 17,7 29,4 10,7

3 2,0 2,0 0 9,7
4(%) - - - -

5 2.9 2.5 16,0 10,9
6 () : : - :

7 1,2 1,2 0 9,0

8 7.4 6.6 11,0 7.3

g 11,5 10,4 10,0 9.4

10 11,9 10,0 15,6 11,0

11 10,6 9,8 7,6 8,3

(*): nio foram obtidos resultados devido ao entupimento do bico injetor na alimentacio das amostras.
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O rendimento de retengdio das metilcetonas no interior da B-CD segue a mesma
tendéncia do rendimento total de retencio (Tabela 1R), ou seja, a varlacfio da retencio nio
ocorre apenas por diferencas na adsorcdo das moléculas na superficie do complexo e sim por

inclusio na cavidade da 3-CD.

Para que fossem avaliadas as variaveis que influenciam significativamente na secagem
em “spray dryer”, foi obtido o grafico de Pareto, ignorando os efeitos de interagdo entre as
variaveis X1, Xa4 € X34 por confundirem-se com os efeitos X4, X3 e X2, respectivamente,
devido a resolug¢do IV do planejamento fraciondrio, sendo, X;: teor de sélidos da suspensio
alimentada ao “spray dryer”, X»: temperatura da suspensio de alimentac¢fio, X;: temperatura de

entrada do “spray dryer” e X4: vazio de alimentagio.

Grafico de Pateto dos efeitos pudronizados
2%%(4-1} design: MS erro puro= 0.4475
BV rendimento (%)

p=0.03

O
v I o |
(VAR i 1247873

|
I
1
{2)VARZ ’MVW! 10,7506 ]
|
|

Ioyd P 5,008 T4
\by2 G ) 7,99 746

2 4 ] 8 0 12 14 i 18 20

Efeito estimade (valor absoluto)

Figura 23: Grafico de Pareto obtido a partir de valores do erro puro dos experimentos do

planejamento fatorial fracionario das variaveis de secagem por “spray drving”.

Verifica-se que todas as varidveis estudadas influenciam no rendimento de retencéo
das metilcetonas no complexo durante secagem em “spray dryer” (Tabela 18), com um
intervalo de confianga de 95%. Assim, a ANOVA foi gerada considerando todas as variaveis

estudadas.



Tabela 19: Analise da varidncia para o ajuste do modelo linear aos dados do planejamento

fatorial fracionario (2°) das varidveis da secagem em “spray dryer” (ANOVA).

Fonte de Soma N° de graus Meédia Fcalculado Ftabelado
variaciio quadratica | de liberdade | guadratica
Regressio 493 87 7 70,35 2.54 8,80
. Residuos 83,36 3 27,79
i Falta de ajuste 82,47 1 82.47 183,27 18,51
Erropwo | 0,90 2 (.45
Total 577,24 10 57,72

% variagdo explicada = 0,85558, r = (0,92

% maxima de variac2o explicavel = 0,998

Fcalculado / Ftabelado (regressdo) = 0,29

Fcalculado / Ftabelado (residuos) = 9,90

Pela analise da varidncia, Tabela 19 (ANOVA), verificou-se gque o modelo linear nio
¢ adequado aos dados experimentais obtidos, sendo a razdo de F calculado e tabelado muito
menor que 5. Assim, ndo foi possivel gerar um modelo. Contudo, pode-se avaliar os efeitos

das varidvels na secagem por “spray drying” (Figura 24).
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Figura 24: Efeito das variaveis da secagem dos complexos de B-CD em “spray dryer”. X,: teor
de solidos da suspensd@o alimentada ao “spray dryer”, X' temperatura da suspensio de
alimentaco, X3: temperatura de entrada do “spray dryer”, X4: vazdo de alimentacio e Xz, X3

e X4 0s efeitos de interacdo entre as variaveis.

Pela Figura 24 pode-se notar que o teor de solidos da suspensdo, assim como a vazio
de alimentac@io contribuem positivamente para a retengdo total das metilcetonas, sendo a
vazdo a varidvel de maior impacto no rendimento, uma vez que maiores vazdes resultam em
menores tempos de residéncia no “spray dryer”. Por outro lado, as temperaturas da suspensdo
e de entrada do fluxo de ar no “spray dryer” tém uma influéncia negativa na retenco, ou seja,
guanto maiores as temperaturas menor a eficiéneia na reten¢fio dos volateis. Ja era esperado
que o aumento do teor de solidos formasse maior quantidade de complexo, assim como a
maior temperatura da suspens3o de alimentacdo diminuisse o rendimento pelo aumento da
solubilidade das metilcetonas, o que resulta em menores valores de constante de associacio,

como visto no item 5.1.2.4.

Pela influéncia das vanaveis estudadas, mesmo nfo se tendo obtido um ajuste dos
dados experimentais a um modelo, pode-se avaliar as condi¢des mais adequadas de secagem
por “spray dryer”. Como ndo se pode estender os niveis das varidveis por linmtagdes
operacionais, conclui-se que as condigdes mais adequadas para secagem em escala de bancada

sd0: 16% de teor de solidos, pois maiores valores causam o entupimento do bico de injegéo,



vazio de 4,5ml/ minuto, limite da capacidade de secagem do equipamento utilizade, 30°C
para a temperatura de alimentacio da suspensfo, valor préximo ao da temperatura ambiente
abaixo do qual haveria necessidade de resfriamento, e temperatura de entrada do fluxo de ar

de 120°C, sendo que abaixo desta nfio ocorre secagem adequada da amostra.

5.1.2.6.1. Comparacio entre os Métodos de Secagem em Estufa e em “Spray Drver”

O método empregado na avaliagdo comparativa entre a secagem em estufa ¢ em

“spray dryer” esta apresentado no item 4.1.2.8.1. A Tabela 20 mostra os resultados obtidos.

Tabela 20: Comparacio entre a eficiéncia de retencdo das metilcetonas em mistura por

secagem em estufa e em “spray dryer”.

Mol metilcetona / mol B-CD
Metilcetonas “Spray Dryer” Estufa
Umida Seca a 105°C
2-pentanona 0 0 0

2-heptanona 0,01 0,17 0,11
2-nonanona 0,30 0,43 0,40
Z2-undecanona 0,06 0.07 0,07
total 0,37 0,67 0,58
Total na superficie 0,11 0,15 0,02
Rendimento 25% 60% 53%

Pelos resultados apresentados, nota-se que quanto menor a metilcetona maior foi a
diferenca na quantidade retida no complexo seco em “spray dryer” com relacdo ao seco em
estufa. Este resultado pode ser explicado pela maior volatilidade e menor forga de interagio
com a B-CD das metilcetonas menores, como foi observado no estudo da extragdo da
superficie do complexo resultando, assim, em maior perda quando expostas a 120°C. Além
disso, a menor razio molar metilcetona/ §-CD obtida por “spray drying” esta relacionada a
auséneia de separagfo por filtracBio da ciclodexirina soltvel. Observou-se, também, que ©

método de secagem em estufa mostrou-se com rendimento massico bastante superior,
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principalmente devido a grande perda de massa ocorrida no “spray dryer” de bancada, pela
adesfio na camara de secagem e suc¢@o pela exaustio do equipamento. Desta forma, houve
uma diminuicdo de mais de 50% no rendimento maéssico das metilcetonas em secagem por
“spray drying”, contudo, as perdas de massa ocorridas no “spray dryer” de bancada podem ser
reduzidas quando utilizado um equipamento piloto ou industrial. Assim, este método pode ser

considerado mais adequado ao aumento de escala do processo que a secagem em estufa.

5.1.3. Caracterizacio dos Complexos Cristalinos

Neste item sdo apresentados os resultados das caracterizacdes dos complexos das

metilcetonas em separado ¢ em mistura.

5.1.3.1. Caracterizacio dos Complexos por Difracio de Raios-X

O procedimento utilizado para a caracterizacdo dos complexos por difracdo de raios-

X seguiu o método descrito no item 4.1.3.1.

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos para os complexos com as metilcetonas:
2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2- undecanona, em separado e em mistura, além do

difratograma da B-CD pura.



—p-CD
coemplexoe de

2.-pentanona
- compilexo de 2-heptanona
-—~complexo de 2-necnanona
compiexo de 2-undecancna
vvvvvvvvv cecmplexo da mistura

Intensidade

Figura 25: Difratogramas de raios-X da B-CD e dos complexos com as metilcetonas (2-

pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona) em separado e ern mistura.

Pode-se notar que o difratograma da -CD tem picos bem definidos. Quando se
compara o difratograma do complexo de 2-pentanona com o da B-CD, nota-se que 0s picos
situam-se nos mesmos dngulos que os da B-CD pura. Porém, ha uma atenuacgfio na intensidade.
Este resultado pode ser explicado pela quantidade de 2-pentanona retida no complexo, que €

bastante reduzida. Assim, ndio ocorrem mudangas pronunciadas na estrutura da $-CD.

Ja os difratogramas dos complexos com as outras metilcetonas, 2-heptanona, 2-
nonanona e 2-undecanona, diferem daquele da B-CD ndo s pela diferenca de intensidade dos
picos mas também pelo dngulo em que aparecem. Verifica-se que as mudangas mais notaveis

ocorrem nos picos na faixa de angulos de difragdo entre 5-7° e 11-14°, em que ocorre o
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desaparecimento dos picos entre 10-11° ¢ 13-14° e surgimento de um outro entre os dois.
Estas mudancas estdo de acordo com estudos de YOSHII et al. (1992} relacionados a
complexos sdlidos entre ciclodextrinas e alguns Oleos essenciais, que caracterizaram 0s picos
especificos do complexo de inclusdo em dois dngulos de difragdo, entre 5-7° ¢ 11-12°. Estas
diferengas entre os difratogramas da B-CD pura e dos complexos provavelmente estio
relactonadas 4 ocupacdo da cavidade da ciclodextrina que pode estar alterando sua estrutura

cristalina,

Com relagdo ao espectro do complexo da mistura de metilcetonas os picos entre 5-7°
¢ 11-13° apresentam-se semelhantes aos do complexe com a 2-undecanona, com intensidade
um pouco reduzida, ja o pico entre 16-19° aproxima-se bastante ao do complexo com 2-

nopanona.

5.1.3.2. Caracterizacio dos Complexos por Espectroscopia de Infra-Vermelho

As analises por espectroscopia de infra-vermelho foram fertas de acordo com o
método descrito no item 4.1.3.2. Os espectros obtidos para a B-CD ¢ os complexos formados
com cada uma das metilcetonas estudadas (2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona ¢ 2-

undecanona) em separado ¢ em mistura sdo apresentados no Anexo L.

Observando-se os espectros da B-CD livre e dos complexos, pode-se notar que os

perfis obtidos s&o bastante semelhantes, porém, com algumas alteragdes.

Verifica-se que a banda larga que aparece no espectro da B-CD no comprimento de
onda de 3407cm’’, na faixa de absorcdo caracteristica de grupos dlcoois (C-OH), que estdo
presentes na estrutura da glicose na ciclodextrina, é deslocada para a faixa de 3366-33 86cm™
nos complexos. Tal deslocamento pode ocorrer pela presenca de pontes de hidrogénio entre os
grupos carboxila (OH) da $-CD e carbonila (C=0) das metilcetonas. Isto ocorre devido as
pontes de hidrogénio diminuirem a energia necessaria para a vibragdo de estiramento do grupo
OH. que tem como efeito a diminui¢do da fregiiéncia. Nesta banda, também pode-se observar
uma mudancga acentuada na intensidade dos picos nos espectros dos complexos quando

comparados ao da 3-CD.



Além deste deslocamento, nos espectros dos complexos com a Z2-heptanona, 2-
nonanona e 2-undecanona aparece uma banda na faiza de 1707-1712cm’, correspondente &
cetona saturada. A posi¢iio dentro da faixa de freqiiéncia do grupo funcional depende de
fatores como pontes de hidrogénio. No caso dos complexos analisados, hd uma diferenca de
até 10cm™ na freqiiéncia, valor que pode ter sido alterado de acordo com as pontes de

hidrogénio formadas entre as moléculas de metilcetona e $-CD.

Além disso, verifica-se que o complexo com a 2-pentanona nio apresenta a banda
caracteristica da cetona, como ocorre com 0s outros complexos. Tal fato pode ser explicado
pela pequena quantidade de pentanona retida no complexo, que é da ordem de um décimo em
mol quando comparada a retencdo das outras metilcetonas, como visto no item 5.1.2.2.1.
Qutro fator importante para a niio presenca da absorgio proxima de 1710cm™’ é a auséncia de
pentanona na superficie do complexo, como visto no item 5.1.2.2.1 a), e a molécula estar
inteiramente na cavidade da B-CD, tendo-se assim o possivel encobrimento da energia de

vibracdo da pentanona.

Note-se também a presenga de moléculas de agua nas amostras, que ¢ identificada

pela banda a 1637cm’™’ em todos os espectros.

Verificou-se que o espectro do complexo da mistura das metilcetonas estudadas (2-
pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona) em B-CD é bastante préximo ao obtido
para o0 complexo com a 2-nonanona. Esta semelhanca j4 era esperada devido a composicdo do
complexo da mistura de metilcetonas ser predominantemente composto pela Z2-nonanona. As

mudangas observadas restringem-se as intensidades dos picos presentes.

5.1.3.3. Caracterizaciio dos Complexos por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os termogramas dos complexos ¢ da B-CD obtidos por calorimetria diferencial de
varredura apresentam-se nas Figuras 26 a 31. O método utilizado para a andlise estd descrito

no item4.1.3.3,
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Figura 26: Termograma de DSC da 8-CD.
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Figura 28 Termogramas de DSC
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Figura 30: Termogramas de DSC
comparativos da 2-undecanona livre e de
seu complexo.
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Figura 271 Termogramas de DSC
comparativos da 2-pentanona livre ¢ de
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Figura 29: Termogramas de DSC
comparativos da 2-nonanona livre ¢ de
seu complexo.

-0.8+

Fluxo de Calor (W/q),

T —— complexe da rmstura
b4 ‘ v omse G| ex 0 40 NONQNONRL |

T T T T
o 5G ey 150 200 250 300 sa
Temperatura {°C)
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comparativos dos compiexos da 2-
nonanona ¢ da mistura de metilcetonas.



Tendo-se a (-CD pura como referéncia (Figura 26), pode-se notar que ha duas
regides de transicdo. A primeira na faixa de 73-140°C, com pico a 134°C e outra em tormo de
220-230°C. Na regido do pico a 134°C, provavelmente esteja ocorrendo a vaporizagdo da
umidade presente na amostra. Na faixa de aproximadamente 230°C, ocorre a transicio de fase

da B-CD de sélida para liquida.

Comparando os termogramas entre as metilcetonas livres e complexadas, nota-se

diferencas acentuadas entre eles, como mosira as Figuras 27 a 30.

Na Figura 27, a 2-pentanona livre apresenta um pico proximo a 75°C, que indica a
transi¢do de fase de liquido para gas, valor menor que de seu ponto de ebuligdo (100-110°C),
que pode ser explicado pela alta volatilidade da amostra. Ja no termograma do compiexo ha o
desaparecimento do pico tipico de transi¢io térmica da 2-pentanona livre, que pode ser devido
a auséncia de 2-pentanona na superficie da B-CD. O nZo aparecimento de outro pico
correspondente a pentanona igciusa pode estar indicando que ha fortes interagdes desta

metilcetona na ciclodextrina gue ocasionam sua transicdo juntamente com a da ciclodextrina.

Na Figura 28, verifica-se que a temperatura de transi¢do da 2-heptanona pura € de
aproximadamente 127°C (faixa entre 118 ¢ 142°C) e que este pico endotérmico pode estar
encoberto no termograma do complexo. Este desaparecimento provavelmente ocorre pela
protecido da 2-heptanona na cavidade da ciclodextrina, que deve ter desiocado o pico para a
temperatura de decomposi¢io da CD, proximo a 300°C. No termograma do complexo com 2-
heptanona aparece apenas um pico reduzido proximo a 152°C, que pode estar relacionado a
transi¢io da pequena quantidade de heptanona retida na superficie do complexo. Desta forma,
a molécula na superficie possui menor protecio que a de incluséo, porém, as interagdes com a

superficie da ciclodextrina provocam um pequeno aumento na temperatura de transicio.

Analise analoga pode ser feita para os efeitos da encapsulacio da 2-nonanona (Figura
29), sendo que o pico da nonanona livre estd em torno de 154°C (141-170°C), também menor
que a temperatura de ebulicdo da molécula livre (192°C). Nota-se, também, uma pequena
absorgdo de calor a 176°C, que pode ser devido a 2-nonanona adsorvida na superficie, € a

auséncia do pico bem definido de transicdo.

Com relagio as mudancas ocorridas na complexa¢io da 2-undecanona (Figura 30),

pode-se dizer que sfo as mesmas ja observadas para a 2-heptanona e¢ a 2-nonanona. A
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transicdo da 2-undecanona livre estd na faixa de 159 a 185°C (pico a 175°C), sendo que a

absor¢io de calor nesta temperatura nfo aparece no diagrama do complexo.

Pode-se notar, na Figura 31, que inclui o termograma do complexo das metilcetonas
em mistura, que quando comparado ao do complexo da 2-nonanona, resulta em termogramas
bastante semelhantes. Como o complexo da mistura de metilcetonas possui apenas pequenas
quantidades de 2-heptanona e de 2-undecanona quando comparadas com a retengio de 2-

nonanona na ciclodextrina ja era esperado que as curvas ndo fossem muito diferentes.

Além disso, observa-se, também, que no termograma da mistura, na faixa de 100 a
150°C, ndo ha uma separacio bem definida dos picos presentes, assim, conclui-se que as
mudancas decorrentes da perda de umidade da amostra confundem-se com a perda da
heptanona retida e sdo seguidas pelas variagBes que representam a perda de 2-nonanona
(~125°C) e de 2-undecanona (~135°C) superficiais. J4, em temperaturas maiores, na faixa de
150 a 190°C, ha um pequeno deslocamento do pico, da curva da mistura, para valores menores
de temperatura. Além disso, 0 pico aparece em uma faixa mais ampla que a do complexo de 2-
nonanona. O decréscimo da temperatura inicial do pico pode ser devido & presenca de
heptanona na amostra, que também pode ter aumentado a faixa de temperatura do pico,

juntamente com a presenca de undecanona.

Portanto, assim como os complexos das metilcetonas separadamente, o termograma

do complexo da mistura também difere dos perfis das metilcetonas livres.

Portanto, pode-se considerar que a caracterizacdo calorimétrica dos complexos
evidencia a encapsulagdo na ciclodextrina, o que ocasiona um aumento da estabilidade

termodinamica dessas moléculas com relagdo ao seu estado néo encapsulado.

5.1.3.4. Caracterizacio dos Complexos por Ressondncia Magnética Nuclear de Carbono

13 (RMN- CP)

Para que se pudesse estudar a estrutura dos complexos de inclusdo formados com a -
CD foram obtidos espectros de RMN-C" sélido, em que os fendmenos de troca molecular
entre moléculas complexadas e ndo complexadas sdo bastante limitados. O método usado esta

descrito no item 4.1.3 4.



Para a interpretagio dos espectros foi usada a numerag@io dos carbonos apresentada
na Figura 32, que representa uma molécula de glicose. Desta forma, as intensidades obtidas
nos espectros equivalem a 7 vezes os valores individuais do carbono, uma vez que a molécula

de B-ciclodextrina possui 7 unidades de glicose.

n=7

Figura 32: Representacio da estrutura de uma molécula de glicose com a correspondente

numeracio dos carbonos usada na analise do RMN- C"*.

Os espectros obtidos da B-CD livre e dos complexos formados com as 4 metilcetonas
estudadas (2-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona) em separado e em mistura,

sio apresentados no Anexo II.

Foi observado que o espectro da B-CD livre apresenta 2 picos em 94 ¢ 96ppm, além
de picos acima de 110ppm, que ndo correspondem aos de espectros relatados previamente na
literatura (SFIHI et al., 1996), o que leva a consideragio de que tais picos provavelmente

representem impurezas na amostra.

Com relagfo aos outros picos presentes, na faixa de 97-104ppm, correspondem ao C-
1, de 79-86ppm ao C-4, de 70-77ppm aos C-2, 3, 5 e de 55-67ppm ac C-6. A existéncia de
varias ressonancias para cada carbono de -CD ¢ principalmente relacionada a dngulos de
torsdo diferentes em ligagdes do tipo (1—4) para C-1 e C-4 e a &ngulos de torsdo que

descrevem a orientacio dos grupos hidroxil (SFIHI et al., 1996).

Observando os espectros dos complexos, verifica-se a presenca de picos na regifo
entre 10-50ppm e em ~210ppm, que correspondem aos carbonos das metilcetonas e a0 grupo

carbonila, respectivamente. Além disso, observa-se que os picos do espectro da B-CD, de 54-
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110ppm, possuem melhor resoluc@o que dos complexos, resolucdo esta que diminui 4 medida
que cresce 0 comprimento da cadeia de hidrocarboneto das metilcetonas. Ou seja, ha
evidéncias da presen¢a das metilcetonas nas amostras sélidas dos complexos devido a

alteragdes no espectro de ressonéncia caracteristico da (-ciclodextrina.

O espectro obtido por C"-RMN para o complexo da mistura das metilcetonas
estudadas em B-CD também € bastante semelhante ao do complexo da 2-nonanona, como
visto no item 5.1.3.2. A maior retengdo da 2-nonanona em relagdo as outras metilcetonas,
relacdo molar de 0: 1: 6,4: 1,1, Z-pentanona, 2-heptanona, 2-nonanona e 2-undecanona,

respectivamente, faz com que suas caracteristicas predominem no perfil dos espectros.

Contudo, a constatagdo da formacdo do complexo de inclusiio, e identificagdo das
formas complexadas das moléculas “hdspedes”™ ndo sio conclusivas, pois as moléculas podem

estar dentro, fora ou parcialmente inclusas na cavidade da 3-CD.

5.1.4. Estudos da Estabilidade dos Complexos Formados

5.1.4.1. Estabilidade a Volatilizacdo das Metilcetonas

O estudo da estabilidade a volatilizacio das metilcetonas complexadas foi feito de

acordo com o método descrito no item 4.1.4.1.

A Tabela 21 mostra os resultados obtidos de perda de massa dos complexos no estudo
da estabilidade a volatilizagdo das metilcetonas, em separado e em mistura, complexadas em

B-CD.
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Tabela 21: Variacdo da razio em massade retenciio das metilcetonas em mustura realizada a

105°C com os complexos em estado soélido.

Tempo | Razio em massade retencio (metilcetona : B-CD)
(h) 2-Pentanona | 2-Heptanona | 2-Nonanona  2-Undecanona| Total
Metilcetonas em separado
micial 0,0057 0,062 0,092 0,110
0,5 0,0058 0,059 0,092 0,093
1 0,0060 0,057 0,090 0,091
2 0,0052 0,056 0,087 0,091
3 0,0060 0,061 0,091 0,090
4 0,0058 0,056 0,090 0,086
24 0,0055 0,052 0,084 (0,087
Metilcetonas em mistura
inicial | 0 0,016 0,069 0,014 0,099
(0,5 0 0,013 0,061 0,013 0,087
i 0 0,014 0,062 0,013 0,089
2 0 0,012 0,059 0,613 0,084
3 0 0,013 0,060 (0,012 (0,085
4 0 0,014 0,063 0,013 0,090
24 0 0,013 0,061 0,013 0,088

Pode-se observar (Tabela 21), comportamentos semelhantes da variagdo da razéo em
massade retencdo das metilcetonas em separado ¢ em mistura. Nota-se que nfdo ha perdas
significativas na retencdo das metilcetonas nos diferentes complexos durante o aguecimento a

105°C, até as 24 horas monitoradas, apds os primeiros 30 minutos de aquecimento.

O decréscimo ocorrido, no inicio do aquecimento, deve-se, provavelmente, a
volatilizaco das metilcetonas maiores e, portanto, menos volateis, livres nas amostras. Esta
volatilizaco esta relacionada ao fato da secagem a 50-60°C néo ter sido suficiente para liberar

toda a metilcetona que nio fo1 complexada.

A Tabela 22 apresenta os resultados da volatilizagcdo das metilcetonas livres &

temperatura ambiente (25°C).

~{ ‘fj‘ ~’"*A i
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Tabela 22: Tempo para volatiliza¢io total das metilcetonas livres.

Metilcetona Tempo para massa zero (horas)(*) |
Z-pentanona | 0,18
2-heptanona 0.92
Z2-nonanona 2,87
2-undecanona 13,67 ;

{*). massa inicial 0,1000g.

Comparando o tempo de volatilizacio das metilcetonas livres & temperatura ambiente
(Tabela 22) com os resultados da Tabela 21, verifica-se que houve uma mudanga significativa
na volatilizagdo das metilcetonas complexadas, uma vez que em menos de 14 horas, a 2-

undecanona, com menor faxa de volatilizacdo entre elas, era totalmente evaporada.

Assim, conclui-se que os complexos possuem boa estabilidade a volatilizagdo a altas
temperaturas por, no minimo, 24 horas, o que evidencia fortes interagdes entre as moléculas

no complexo.

5.1.4.2. Estabilidade Térmica das Metilcetonas Complexadas

O estudo da estabilidade térmica dos complexos formados e da B-ciclodextrina pura foi
realizado por TGA (item 4.1.4.2) e os resultados sfo apresentados nas Figuras 33 a 38 e na

Tabela 23, com dados das perdas de massa ocorridas e representadas nos termogramas.

1IG = 1004
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Figura 33: Termograma da p-CD Figura  34:  Termograma do
pura obtido por TGA. complexo de 2-pentanona obtido por

TGA.
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Figura  36: Termograma do
complexo de 2-nonanona obtido por
TGA.
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Tabela 23: Comparac¢éo entre as porcentagens de perda de massa ocorrida durante 0 TGA e da

massa de metilcetona no complexo (cpx.).

Porcentagem de massa perdida Porcentagem de MC
Amostras Faixa de temperatura (°C) na massa total (*)
40-105 105-130 130-248 240-450 | Superficie | Interior
Ciclodextrina 1,0 0,1 0,2 86,2 - -
Cpx.pentanona 3,6 0,2 0,4 82,0 0 0,7
Cpx.heptanona 2,6 0,7 2,0 79,8 1,3 44
Cpx.nonanona 3.0 0.7 2,1 77,0 2,5 6,0
Cpx.undecanona 3,0 0,7 1,4 82,7 1.8 6,4
Cpx.mistura 2,2 0,6 2,1 79,1 1,6 4,9

{**): valores obtidos a partir dos resuitados do item 5.1.2.2.1 a).
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Pode-se verificar (Tabela 23) que a maior parte da massa perdida na amostra de
ciclodextrina, antes do inicio da transicdo de fase a 240°C, ocorre até 105°C e representa a
evaporacio da umidade na amostra, ndo havendo mais mudancas significativas até 240°C.
Nota-se, também, que a decomposi¢io da ciclodextrina ocorre em torno de 290°C (de 250 a

350°C), temperatura em que ha uma diminuig8o brusca na massa da amostra.

Além disso, o complexo com a 2-pentanona tem comportamento semelhante ao da 5B-

ciclodextrina, perda da maior parte da umidade até 105°C e pequenas perdas até 240°C.

J4 para os complexos com as outras metilcetonas ¢ da mistura, verifica-se que a soma
da massa total perdida até a temperatura de transi¢dio da ciclodextrina ¢ inferior & massa de
metilcetona na amostra, mostrando que parte das moléculas complexadas somente séo
liberadas apos a mudanca de fase da ciclodextrina, o que evidencia fortes interagdes e, assim,
a retengdo das metilcetonas pela formacgio de um complexo de inclus&o e ndo apenas por um

processo de adsorgdo, que ndo ocasionaria tal estabilidade as moléculas volateis.

Além disso, pelo estudo da volatilizagio (item 5.1.4.1) foi constatado que a 105°C
OCOITe apenas uma pequena variagdo na razio em massade rentencdo, 0 que mostra que as
perdas até 105°C estdo relacionadas & saida das moléculas ndo complexadas, incluindo a
umidade das amostras. Desta forma, verifica-se que parte das moléculas na superficie do
complexo em até 130°C ainda ndo foram liberadas, mostrando que a retengfo na superficie do

complexo também confere boa estabilidade térmica as moléculas de metilcetonas.

Além disso, a diferenca de perda de massa para o total de 100% ¢ devida ao residuo

final da amostra que ndo € decomposto.

5.1.4.3. Estabilidade a Oxidac¢io das Metilcetonas nos Complexos

O estudo da estabilidade & oxidagiio das metilcetonas complexadas em B-CD foi
realizado de acordo com 0 método descrito no item 4.1.4.3, sendo os resultados apresentados

na Tabela 24.
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Tabela 24: Comparacio da estabilidade entre os complexos sob atmosfera de oxigénio e

atmosfera inerte.

Razido molar (MC / §-CD) (*)
Complexos 1 dia ' 3 dias
Inerte 0, E Inerte 0,
Em separado
2-Pentanona | 0,07 0,07 0,07 0.08
'2-Heptanona | 0,58 ‘ 0,63 0,58 0,64
' 2-Nonanona 0,73 0,72 0,76 0,74
2-Undecanona 0,63 0,62 0,64 0,63
Em mistura
2-Heptanona 0,14 0,15 0,15 0,16
2-Nonanona 0,50 0,46 0,51 0,49
2-Undecanona 0,11 0,09 0,11 0,11
| Total l 0,76 0,70 0,76 | 0,76

(*): erro experimental da ordem de 0,03

Observa-se, na Tabela 24, que n#o houve variacdes significativas das quantidades das
metilcetonas nos complexos, comparando-se as amostras sob atmosfera de oxigénio com as de
referéncia, as diferencas observadas sdo da ordem do erro das analises. Desta forma, as
possiveis oxidagdes ocorridas sdo menores que o desvio das analises e, portanto, ndo

detectaveis pelo método empregado.

Contudo, pode-se concluir, mesmo sem precisdo na analise, que o nivel de oxidagdo
das amostras € pequeno e que, assim, as quantidades de metilcetonas ndo oxidadas nos
complexos s3o bastante préximas das iniciais nas amostras, mostrando uma boa estabilidade a

oxidacio das metilcetonas complexadas.

5.1.4.4. Estabilidade a Estocagem das Metilcetonas Complexadas

A estabilidade a estocagem das metilcetonas complexadas em B-CD foi estudada de
acordo com os metodos descritos no item 4.1.4.4, em que foram avaliadas as perdas totais de

metilcetonas ocorridas em funcdo do tempo de estocagem.
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5.1.4.4.1. Frascos Abertos

Os resultados do estudo da estabilidade dos complexos durante estocagem em frascos

abertos sdo apresentados nas Figuras 39 a 42, para os complexos das metilcetonas em

separado, € na Figura 43, metilcetonas em mistura.
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Pode-se observar, nas Figuras 39 a 42, que os perfis de retencio das metilcetonas
com o tempo foram distintos para as diferentes metilcetonas. Estas diferengas ja eram
esperadas uma vez que no estudo da extragdo das metilcetonas da superficie da $-CD com #-
hexano, item 5.1.2.2 a), os perfis da remogio também nzo foram semelhantes, indicando

diferentes forcas de interacdo com a B-CD dependendo da metilcetona complexada.

Assim como na extracdo superficial, ndo houve perda significativa na guantidade de
2-pentanona do complexo. Os resultados da 2-heptanona e da 2-nonanona também corroboram
os obtidos nos experimentos de remogio com o solvente, sendo que com ¢ tempo houve uma
tendéncia de perda total da massa de metilcetona do complexo. Observa-se na Figura 40 que a
2-heptanona praticamente foi toda liberada em pouco mais de 100 dias, restando apenas
quantidades residuais na $-CD. No caso da 2-nonanona, Figura 41, pode-se observar que
ocorreu uma queda acentuada na retengdo da metilcetona, porém mais lenta que da 2-
heptanona, apds 250 dias ainda restava pouco menos da metade da 2-nonanona retida
inicialmente. Observando a Figura 42, vernifica-se que houve uma pequena reducdo da razio
molar de retencio da 2-undecanona com tendéncia a estabilizac¢fio da quantidade retida na B-
CD em aproximadamente 150 dias, o que também estd de acordo com o dados obtidos no

estudo da extracdo.
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Figura 43: Perfil da retencéio das metilcetonas complexadas em mistura durante a estocagem

em frascos abertos.
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Na Figura 43 observa-se que o comportamento da estabilidade das metilcetonas em

mistura no complexo € semelhante ao encontrado nos complexos destas em separado.

Assim, verifica-se que cada metilcetona complexada possul estabilidade diferente

durante estocagem em frascos abertos.

4.31.4.4.2. Frascos Fechados

Os resultados do estudo da estabilidade dos complexos durante estocagem em frascos

fechados sdo apresentados na Tabela 235.

Tabela 25: Estabilidade dos complexos durante estocagem em frascos fechados.

Tempo | Razio molar de retencao (metilcetona : -CD)
(dias) iz-Pentanona 2-Heptanona% 2-Nonanona 1 2-Undecanona ‘ Total
Em separado
0 0,08 0,54 0,76 0,63
135 0,08 0,59 0,73 0,62
196 0,07 0,62 0,74 0,61
Em mistura
0 0 0,11 0.53 0,11 0,75
135 0 0,14 0,48 0,11 0,74
196 0 0,13 0.45 0,10 0,68

Quando estocados em frascos fechados os complexos com todas as metilcetonas
estudadas mantém-se estaveis por pelo menos 196 dias, tanto nos complexos das metilcetonas
em separado quanto em mistura (Tabela 25). Tais resultados s@o bastante distintos dos obtidos
no item 5.1.4.4.1, em que os complexos sdo estocados em frascos abertos e perdem massa com
o tempo. Assim, pode-se concluir que a B-CD é um estabilizante apropriado para compostos

como as metilcetonas com relacio a retengfio com o tempo em embalagens fechadas.
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5.1.5. Estudo da Complexacio do Bioaroma de Gorgonzola

5.1.5.1. Definicio das Correlacdes de Calibragfio da Andlise dos Complexos por “Purge

and Trap”

As curvas de calibraco para a quantificaciic dos complexos de inclusdo com ©
bicaroma sf3o apresentadas nas Figuras 44 a 47 e foram obtidas de acordo com os

procedimentos descritos no item 4.1.5.2.1.
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Figura 44: Curva de calibragdo da massa Figura 45: Curva dos coeficientes
de B-CD em relagdo 2 drea do padrio angulares da calibragdo da 2-
interno. heptanona em relacdo a massa de f-

CD.
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CORRELACOES DAS CURVAS:

1) Figura 44

Ap = 595093 + 3,6%10%exp (- m / 0,037) (10

onde Ap; € a area do pico referente ao padrio interno no cromatograma € m a massa de $-CD.

2) Figura 45
oL =(1,55-258)/{1 +expl(m-0,039)/0,002]} + 2,58 (1)

onde a é o coeficiente angular da curva padrio da metilcetona versus a concentragio.

3) Figura 46
o=-148+590exp (-m/0,002) + 6,37 exp (-m/0,547) (12)
4) Figura 47

Ol =-13,94 + 32,26 exp (-m/ 0,004) + 22,49 exp (-m / 0,822) (13)
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Nas curvas das Figuras 44 a 47, nota-se que acima da massa méxima soluvel da 3-CD
a 25°C, que ¢ de 0,1295g para 7 mlL, todas as curvas praticamente atingem um valor
constante, comportamento que ja era esperado uma vez que sem o aumento da massa soluvel

néo ha complexacio com a metilcetona padrio interno 2-octanona.

Verifica-se, também, Figuras 45 a 47, que ha um perfil ascendente do coeficiente
angular da Z-heptanona e descendente para a 2-nonanoma ¢ 2-undecanona. Este
comportamento € devido & constante de associacio das metilcetonas com a 3-CD. Estando o
coeficiente angular da calibrac@o das metilcetonas associado a relag@o entre a area do padrio
externo (padrdes das metilcetonas a serem quantificadas) e a do padro interno (2-octanona),
com ¢ aumento da massa de 3-CD ha um maior aumento da complexacdo das metilcetonas
com maior constante de associagZo resuitando em menos massa extraida no “Purge and Trap”
e, assim, menor area do pico no cromatograma obtido na cromatografia a gas. Sendo a ordem
de associagdo crescente das metilcetonas com a 3-CD a seguinte: heptanona, octanona (padro
interno), nonanona ¢ undecanona, a menor associagdo da heptanona que a da octanona resulta
em uma relacdo entre as areas dos picos maior & medida que se aumenta a massa, € assim, a
complexacgdo. O oposto ocorre com as metilcetonas com constantes de associac@o maior que

do padrao intemno.

A definicBo das condicdes operacionais da analise do bioaroma por cromatografia
precedida da extrag3o e concentragdo dos volateis utilizando o “Purge and Trap”, foi a etapa
mais dificil e que demandou mais tempo no estudo da complexacdo do bicaroma. As
dificuldades encontradas resultaram das inumeras varidveis presentes tanto do equipamento
quanto das amostras a serem analisadas. Devido a isto, as amostras dos complexos formados
com o bioaroma recém-produzido somente foram quantificadas com precisdio apds 5 meses de

prepara¢io do complexo.

5.1.5.2, Comparacio dos Complexos Formados por Secagem em Estufa e em “Spray

Dryer”

As amostras foram preparadas pelo método da co-precipitacdo seguida de secagem

em estufa e de secagem em “spray dryer (item 4.1.5.1). O método de quantificacdo dos
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compostos € descrito no item 4.1.5.2. As Tabelas 26 ¢ 27 apresentam os dados obtidos de
complexagdo em B-CD para as metilcetonas estudadas, com excec¢do da 2-pentanona, que néo
foi possivel quantificar devido a n&o separagio de seu pico com o de outros compostos
presentes no bicaroma. Na Tabela 26, a designacio das amostras: “inicial, refere-se a
complexacdo do aroma fresco (recém - produzido) e analisado apds 5 meses (que se refere a
complexacdo do aroma livre estocado em refrigerador durante 5 meses). Portanto, a diferenca
entre os resultados deve-se & grande perda de volateis no estogue do bioaroma livre em
refrigerador, o que pode ter ocorrido tanto pela volatilizacdo dos compostos quanto por

transformacdes quimicas.

Tabela 26: Relagio em massaentre as metilcetonas do bioaroma complexadas e a §-CD.

Razido em massa (metilcetona : B-CD, ug/ g)

2-Heptanona 2-Nonanona 2-Undecanona
Amostras Estufa “Spray Estufa “Spray Estufa ‘ “Spray
Dryer” Dryer” | Dryer”
| Inicial 19,9 4.2 2,6 23,1 4.8 27,7
5 meses” BEE 0.8 0.4 2.7 02 | 27

{*}: tempo de estocagem do bioaroma em refrigerador sem complexagio.

Para o bioaroma estocado durante 5 meses, os rendimentos da complexacio pelos
dots processos sdo apresentados na Tabela 27. Observa-se pelos resultados de razdes massicas
entre as metilcetonas e a B-CD que 0 método de secagem por “spray drying” resulta em maior
eficiéncia de complexagdo do bioaroma que o método de secagem em estufa. Este resultado
pode ser explicado pela alta razio de metilcetonas soluveis no meio de co-precipitacio em
relacdo ao total, devido a baixa concentracdo dos compostos no bicaroma. Desta forma,
quando € realizada a filtragio, anterior 4 secagem em estufa, as metilcetonas nfo complexadas

[3

sdo separadas. No procedimento de secagem por “spray dryer” ndo ha separagdo das
metilcetonas em equilibrio na solugdo. Além disso, a complexac¢io do bicaroma ¢ realizada em
relagfes molares entre os compostos de aroma e a B-CD muito menores que as de saturacio.

Assim, & medida que ocorre a secagem, o equilibrio de solubilidade ¢ deslocado e
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possivelmente ha complexagio dos compostos de aroma também durante o processo de

secagem, resultando, entfio, em maior quantidade de metilcetonas retidas na §-CD.

Tabela 27: Rendimentos das metilcetonas obtidos na complexago do bicaroma com a B-CD,
utilizando valores de concentracdo inicial do bioaroma para os calculos de 1,017, 0,940 ¢

0,273 mg/L para a 2-heptanona, 2-nonanona ¢ 2-undecanona, respectivamente.

Rendimento de retencido das metilcetonas (%)

Amostras (*) 2-Heptanona 2-Nonanona @ 2-Undecanona Total (*}
Estufa 23 31 12,0 2.9
“Spray dryer” 6,3 22,9 78,9 22,2

{*): amostras preparadas apos 5 meses de estocagem do bicaroma livre em refrigerador.

{(**): rendimento total de retencio das metilcetonas obtido pela relagio da soma das metilcetonas retidas nos
complexos & iniciais na co-precipitagio.

Comparando o rendimento total de retengio das metilcetonas na amostra seca em
“spray dryer” com o obtido no estudo das varidveis da secagem por “spray drying” para
determinacio do melhor rendimento, de 25% (item 5.1.2., Tabela 20), para as metilcetonas
sintéticas concentradas, observa-se que os resultados sdo muito semelhantes. Ja o rendimento
da amostra seca em estufa é ~57% inferior ao encontrado para as metilcetonas sintéticas
concentradas, diferen¢a que pode ser explicada pela baixa concentracdo das metilcetonas no
bioaroma o que resulta numa razio elevada de metilcetonas livres em equilibrio com o

complexo.

5.1.5.3. Caracterizacio da Geometria das Particulas Formadas

As amostras dos complexos de p-CD com o bioaroma de gorgonzola foram
caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV) de acordo com o item 4.1.5.2.2.

As micrografias obtidas sfo vistas nas Figuras 48 ¢ 49.
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Figura 48: Micrografia do complexo de B- Figura 49: Micrografia do complexo de 8-
CD com o bioaroma de gorgonzola seco em CD com o bioaroma de gorgonzola seco
estufa (amplificacdo de 650x). em “spray dryer” (amplificacdo de 1300x).

Observa-se que houve diferencas bastante acentuadas entre as geometrias dos
complexos secos em estufa (Figura 48) e em “spray dryer” (Figura 49). As estruturas do
complexo seco em estufa tém forma de blocos irregulares de tamanho na faixa de 5 a 100um,
enquanto que as do complexo obtido em “spray drying” apresentam formato esférico de
didmetro entre 1,5 a 10pm. A forma de esferas pode ser explicada pelo préprio processo de
secagem em “spray dryer”, j& que a suspenséo ¢ atomizada em goticulas e seca rapidamente.
Por outro lado, os complexos secos em estufa, primeiramente foram submetidos &
cristalizacdo, aumentando o tamanho das particulas, para posteriormente serem secos em
pasta. Desta forma, com a lenta retirada da agua das amostras, formaram-se agregados dos

complexos.

5.2. Estudo da Encapsulacio em Lipossomas das Metilcetonas Sintéticas na

Concentracio do Bioaroma

5.2.1. Influéncia da Secagem e da Presenca de Manitol na Preparacio dos Lipossomas

A preparacdo dos lipossomas em suspensio com a solugio de metilcetonas em

concentracdo similar & do bioaroma de gorgonzola seguiu o método descrito no item 4.2.1.1 ¢
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dos lipossomas secos o descrito no item 4.2.2. As Tabelas 28, 29 ¢ 30 mostram os resultados

de encapsulagdo obtidos para cada metilcetona estudada tanto nos lipossomas em suspensio

quanto nos secos.

Tabela 28: Raziio molar de encapsula¢do das metilcetonas nos lipossomas.

Amostras Razido molar (metilcetona : lecitina, mmol/mol}
Em Suspensido 2-Heptanona 2-Nonanona 2-Undecanona Total
Diluigdes (*) - Manitol - Manitol - Manitol - Manitol

20 0,01 - 0,03 - 0,024 - 0,06 -
10 0,03 0,01 0,06 0,03 0,024 | 0,023 0,12 0,06
5 0,07 0,03 0,09 0,10 0,022 | 0,035 0,19 0,16
2 0,12 0,05 0,18 0,15 0,026 | 0,031 0,32 0,23

Secos (**) 0,07 0,03 0,035 | 0,622 | 0,012 | 0,011 0,12 0,06

(*): erro experimental, heptanona: = 0,03, nonanona: = 0,05 e undecanona: = 0,006,

(**Y:erro experimental, heptanona: £ 0,05, nonanona: + 0,006 e undecanona: = 0,006,

Nessa tabela pode-se verificar que a presenca do manitol n3o melhorou a
encapsulacdo das metilcetonas nos lipossomas em suspensfo, ndo resultando em razdes
molares com diferencas significativas entre as amostras. Contudo, pode-se verificar diferentes
comportamentos entre as metilcetonas a medida que se alterava a dilui¢do das amosiras.
Enquanto a 2-heptanona e a Z-nonanona tiveram suas razdes molares diminuidas com a
dilui¢do, significando a liberacdo de parte das moléculas, a 2-undecanona manteve-se
praticamente estavel, ou seja, as moléculas mantiveram-se encapsuladas mesmo em maiores
diluicdes. Estes resultados podem estar relacionados & diferenca de tamanho e de solubilidade
das metiicetonas. Assim, a 2-undecanona teria maior dificuldade de atravessar as bicamadas
lipidicas dos lipossomas, por seu maior tamanho, ¢ teria maior afinidade pela parte lipofilica
da lecitina que pelo meio aquoso, por ser a menos solivel. Desta forma, conclui-se que a
utilizag@o de suspensdes mais concentradas de lipossomas resultam em uma liberagdo menor

dos compostos encapsulados.

Outro fator observado foi a diminuigdo da razfo molar de retencdo da 2-nonanona e

da 2-undecanona nos lipossomas secos por “spray drying”, o que pode ser explicado pela
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desestruturacdo das vesiculas durante o processo de secagem e, assim, a liberacio e perda de
parte dos volateis encapsulados. Nao houve reducio significativa da 2-heptanona,
provavelmente por esta metilcetona ser a mais solivel, e desta forma, possivelmente estar em
maior quantidade no cerne aquoso do lipossoma. Assim, sua localizagdo numa regido de maior

dificuldade de liberacdo durante a secagem aumentaria sua estabilizagdo.

Nota-se também, que a presenga do agente estabilizante de membrana lipidica, o
aclcar manitol, ndo resuitou em melhor retencdo das metilcetonas no “spray dryer”, ou seja,
sua adicdo & preparacdo dos lipossomas ndo tormou as bicamadas lipidicas mais estaveis

durante a secagen.

Tabela 29: Rendimentos obtidos na retenco das metilcetonas sintéticas em lipossomas.

Amostras Rendimentos de retencio das metilcetonas nos lipossomas (%)
Em Suspensdo| 2-Heptanona 2-Nonanona 2-Undecanona Total
Diluicoes - Manitol - Manitol - Manitol - Manitol
20 12 - 22 - 78 - 28 -
10 25 9,2 39 21 73 83 40 18
; 5 59 24 62 | 65 90 92 70 47
i 2 89 33 92 | 92 99 99 72 | 60
| Secos 28 3 18 | 3 26 7 24 | 4

Observa-se nessa tabela que ha um aumento no rendimento de retencéo com a menor
diluigio das amostras. Este resultado pode ser explicado pela menor difusio das metilcetonas
na solugio em equilibrio com os lipossomas e, também, pela menor eficiéncia de separacgio
nas diluigdes menores, devido ao maior volume de decantado obtido. Nota-se, também,
menores rendimentos nas amostras com o0 manitol, 0 que pode ser devido ao maior tempo de

agitacio e, desta forma, a maior volatilizagio das metilcetonas.

Os resultados também mostram uma diferenga significativa no rendimento das
amostras secas, 0 que é devido nfo apenas a perda das metilcetonas, como visto na Tabela 28
pela diminuigdo dos valores de razdo molar, como também a grande perda de massa ocorrida
no processo de secagem por “spray drying”. As perdas de massa ocorrem tanto na adesio das
particulas ao equipamento quanto ao arraste do material seco pela exaustio do sistema. Nos
experimentos realizados com a suspensdo de lipossomas com manitol, observou-se uma

adesdo ao equipamento consideravelmente maior do pé obtido do que a ocorrida nas amostras
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sem manitol, o que justifica a grande diferenca nos rendimentos. Além disso, o aspecto geral

da amostra seca também foi bastante mudado com a presenca do manitol, tendo-se obtido

particulas mais viscosas e aderidas umas as outras.

A Tabela 30 mostra as propor¢des em massa entre as metilcetonas antes e depois da

encapsulac@o. As concentracdes muito baixas das metilcetonas nas amostras foi um fator de

grande imprecisdo durante as analises quantitativas, o gue resultou em valores do erro global

médio (x) bastante elevados, sendo que nas amostras com menores quantidades de

metilcetonas (lipossomas secos) os valores do erro ultrapassaram os dos resultados obtidos,

nio se podendo fazer uma analise conclusiva. Os valores dos erros globais foram obtidos pelo

calculo do maior € menor valor da proporciio das metilcetonas considerando os erros

experimentais obtidos.

Tabela 30: Propor¢Bes em massa entre as metilcetonas nos lipossomas.

2-Heptanona

2-Nonanona

2-Undecanona

Lipossomas | Média + Média + Média +

Inicial 6 4.3 1
Em Suspensio
- 4,6 2,9 6.9 4,6 1 0,6
Manitol 1,6 1,7 4,8 3,5 1 0,5
Seco
- 5.8 14,2 2.9 3.9 1 2,0
Manitol 2,7 13,3 2,0 3,6 1 2.4

Verifica-se que as proporcdes entre as metilcetonas encapsuladas, para as amosiras

em suspensdio, considerando o erro global, estdo na faixa que inclui a relagio inicial. Este

resultado ¢ importante porque a propor¢iio entre os compostos de aroma pode definir as

caracteristicas sensoriais do produto.

UNICAMP
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£.2.2. Caracterizacio da Geometria dos Lipossomas Formados

A caracterizacdo das geometrias dos lipossomas em suspensio fol feita por
microscopia Optica (item 4.2.2.4) e os secos por microscopia eletrénica de varredura (MEV,

item 4.1.3.4).

5.2.2.1. Lipossomas em Suspensio

A distribuigfo de tamanho das amostras foi obtida por espalhamento quasi-eldstico de

luz laser {QELS). As micrografias obtidas dos lipossomas em suspensio, preparados com e

sem manitol, estdo nas Figuras 50 e 51.

Figura 50: Micrografia dos lipossomas, Figura 51: Micrografia dos lipossomas
preparados com as metilcetonas na com manitol, preparados com  as
concentracdo do bioaroma de gorgonzola metilcetonas na concentracido do bioaroma
{amplificacdo de 500x). de gorgonzola, (amplificagio de 500x).

Observa-se nas micrografias que a geometria dos lipossomas em suspensdo com €
sem manitol ¢ bastante semelhante, podendo-se observar formas esféricas como a dos
lipossomas. A distribuig8o de tamanho das amostras mostrou que ha apenas uma populacio de

lipossomas, sendo que a amostra semn manitol ¢ constituida de particulas com didmetro médio
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de 1940,Inm (faixa de 1856,4 a 2092,0nm) e com manitol de 1409.,6nm (faixa de 13249 a

1493, 1nm)}, distribuicio de tamanho no Anexo [I1

5.2.2.2. Lipossomas Secos por “Spray Drying”

As Figuras 32 e 33 mostram as micrografias obtidas por MEV das amostras de

linossomas secos em “spray drver”.
p

Kag= 3.56 K X Irpossoma - sprey Mags £.08 K X Iipossone - Spray {asnitol)

Figura 52: Micrografia dos lipossomas,
preparados com as metilcetonas na
concentracdo do bioaroma de gorgonzola,
secos em “spray dryer” (amplificacdo de

3500x).

Figura 53. Micrografia dos lipossomas
com  manitol, preparados com as
metilcetonas na concentracio do bioaroma
de gorgonzola, secos em “spray dryer”

(amplificacio de 1300x).

A Figura 52 mostra uma morfologia uniforme dos lipossomas secos por “spray

drying”, tendo-se apenas geometria aproximadamente esférica presente, na faixa de 1 a 10um.

No caso dos lipossomas com manitol, quando secos, resultaram em dois tipos de

geometrias, esféricas, com diametro também na faixa de 1 a 10um e aglomerados disformes,

provavelmente devido a alta viscosidade das amostras e a aderéncia do po.
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Desta forma, pode-se concluir que a presenca de manitol nfio trouxe vantagens quanto

a estabilidade das membranas e a retencio dos volateis em seu interior.

De maneira gerzl, pode-se concluir que foi possivel a estabilizacdo do bioaroma de
gorgonzola em f-CD, tendo-se resultados meihores na secagem por “spray dryer” sem
separagio dos compostos ndo encapsulados. Além disso, apesar das altas diluiges das
amostras terem sido um fator de grande imprecisdo e de dificuldade nas analises, verificou-se
que ¢ possivel a encapsulac@io das metilcetonas em lipossomas, e obtengdo do produto tanto

em suspensio quanto em po.

5.3. Estudos Comparatives da Encapsulacio do Bioaroma de Gorgonzola em B-CD e em

Lipossomas por Anilise Sensorial

5.3.1. Comparacio das Proporcdes de Metilcetonas Retidas na Encapsulacio em B-CD e

em Lipossomas

Nio foram obtidos valores absolutos das quantidades de metilcetonas nas amostras.
Isto ocorreu devido 4 interferéncia de compostos do bioaroma, possivelmente da parte
gordurosa, que provavelmente retinham parte dos voldteis na suspensfo durante a purga,
impedindo assim a quantificag3o total das metilcetonas. Desta forma, apenas foram obtidos

valores relativos entre as metilcetonas na encapsulago.

Os resultados das proporgdes em massas entre as metilcetonas antes e depois da
encapsulagio nas amostras da encapsula¢iio do bioaroma de gorgonzola em B-CD ¢ em

lipossomas sio apresentados na Tabela 31.
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Tabela 31: ProporgOes em massas entre as metilcetonas nas amostras do bioaroma de

gorgonzola livre e encapsulado.

Material de encapsulacio / Proporc¢do em massa entre as metilcetonas

Secagem

2-Heptanona

2-Nonanona

2-Undecanona

Inicial 473 6,6 1,0
B-CD / estufa 12,8 14,9 1,0
B-CD / “spray dryer” 17,8 9,8 1.0
Lipossomas / “spray dryer” 8.2 1,8 1,0

Verifica-se na Tabela 31 que em nenhuma das preparacdes as proporgdes entre as
metilcetonas mantiveram-se proximas as iniciais, sendo que durante a secagem por “spray
drying” houve uma inversdo da metilcetona de maior quantidade da nonanona para a
heptanona. A influéncia destas mudancas no aroma caracteristico foi estudada pela analise

sensorial no item 5.3.2.

5.3.2. Anilise Sensorial dos Compostos do Bioaroma Encapsulados

A analise sensoral, realizada como descrito no item 4.3, apresentou os seguintes

resultados para os varios itens avaliados:

5.3.2.1. Teste de Ordenacio

Os resultados obtidos no teste de ordenacfio da intensidade de sabor de queijo
gorgonzola nas amostras de paté foram analisados pelo método Friedman, no qual se da a cada
amostra, em cada julgamento, um valor correspondente a posigdo em que a amostra foi

ordenada, se a amostra foi ordenada na primeira posigio ela recebe o valor 1, se foi ordenada
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na terceira, o valor 3. Em seguida, para cada amostra, s&o somados todos os valores recebidos.

Os resultados obtidos s8o apresentados na Tabela 32.

Tabela 32; Valores correspondentes aos julgamentos das amostras de paté testadas, de acordo
com o método Friedman, sendo a amostra 862 com o bicaroma encapsulade em p-CD com

secagemn em “spray dryer, a 245 em 3-CD com secagem em estufa e 2 458 em lipossomas.

Amostras

Provador 862 458 245
| Posicdo
2
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Com o ntmero de amostras testadas e o namero de testes aplicado (nimero de
provadores), obtém-se, na Tabela Newell ¢ Mac Farlane, a diferenga critica entre os totais de
ordenacdo, a 5% de significancia: 19 e a 1%: 23. A Tabela 33 mostra as diferencas obtidas

entre as amostras no teste de ordenacio.

Tabela 33: Diferencas obtidas entre totais de ordenac@io das amostras de paté com aroma de

gorgonzola.
Amostras 862 458 245 |
Total 76 36 48 !
862 76 - 20 28 i
458 56 - - 8 |

Com os valores de diferencas calculados na Tabela 33 e as diferencas criticas obtidas
na Tabela Newell e Mac Farlane, conclui-se que as amostras encapsuladas em B-CD pelos
dois métodos de secagem diferem entre si a 1% de significancia, sendo que a seca em “‘spray
dryer” apresenta maior intensidade do sabor de gorgonzola. Quando compara-se esta ultima a
amostra de encapsulacdo em lipossomas, também ha diferenca significativa na intensidade do
sabor a 5% de significdncia, sendo a amostra com o complexo de B-CD seco em “spray dryer”

a de maior intensidade de sabor de queijo gorgonzola dentre as trés amostras testadas.

Comparando-se os compostos de bioaroma estabilizados em lipossomas e em
complexos de inclusdo secos em estufa, verificou-se que ndo existe diferenca significativa na

mtensidade do aroma de gorgonzola entre as amostras a p < 0,05, 5% de significancia.

Quando comparadas as proporcGes entre as metilcetonas nas amostras, item 5.3.1 ~
Tabela 31, constatou-se que, apesar de nenhuma das amostras ter mantido as proporgdes
originais do bioaroma, sensorialmente elas apresentam aroma caracteristico de gorgonzola.
Assim, conclui-se que, apesar das mudancas na relagdo entre as metilcetonas, foram mantidas

as propriedades sensoriais principais do aroma do queijo gorgonzola.

5.3.2.2, Teste de Aceitacio pelo Consumidor

O teste de aceltagdo avalia o grau com que consumidores gostam do produto testado.

O teste empregou escala nio estruturada, ou grafica, de 9 cm, em que a marca na escala foi
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medida e associada a um valor de 0 a & correspondente a um grau de satisfa¢io. Os resultados

foram analisados por ANOVA e teste de Tukey e sdo mostrados nas Tabelas 34 e 35.

Tabela 34: Avaliac@o da aceitagfio das amostras de paté com sabor de gorgonzola, sendo a
amosira 862 com o biocaroma encapsulado em $-CD com secagem em “spray dryer”, a 245 em

B-CD com secagem em estufa e a 458 em lipossomas.

Provader Avaliacdo
862 458 245 Total
1 7 8,1 5,8 20,9
2 9 0 45 13,5
3 8,7 0,3 0,2 92
4 45 1.3 7,2 13
5 3.6 6.2 1,6 11,4
& 7,7 6,9 7,7 22,3
7 9 3,5 5,8 18,3
8 6,8 2,6 4.6 14
9 7.5 45 9 | 21
10 9 0,3 6,3 % 15,6
11 7.6 4.4 4.4 16,4
12 7 4 6,1 17.1
13 4,5 0 9 13,5
14 7.6 4.4 6,1 18,1
15 8,2 1.9 42 143
16 3.8 5,9 1,7 11,4
17 5,9 1.4 3,7 11
18 9 4,7 41 17,8
19 6,7 4,5 5,5 16,7
20 6,2 5 0 11,2
21 7.7 3,9 8.8 20,4
22 0,6 5,2 8,2 14
23 4,1 14 43 9,8
24 7.8 3.6 0,5 11,9
25 8 7,2 1.6 16.8
26 7.5 3,5 6,5 17,5
27 1,3 1,9 0,6 3.8
28 6,7 1,9 7.8 16.4
29 3 1,6 2,1 6,7
30 4.4 1,5 7 12,9
Total 190,4 101,6 144.9 4369
Média 6,35 3,39 4,83




ANALISE DOS RESULTADOS

1}y Calculo do fator de correcéo

C= 436,92 /{n® amostras * n° provadores) = 436,97/ 3%30 = 212091

2) SQamostra = 190,4% + 101,3% + 144,9° /30 - C=131,45

3) SQprovador = (20,9 + 13,57+ .. )3 - C=177,78

4) SQtotal = soma dos quadrados da avalia¢io das amostras = T+

- C=650,38

5) SQresiduo = SQtotal - (SQamostra + SQprovador) = 341,16
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(14)
(13)
(16)
2,1+ 7
(17)

(18)

Tabela 35: Andlise da variancia dos resultados de avaliag3o da aceitacfo do paté com sabor de

gorgonzola (ANOVA).
SQ Grau de SOM | Fcalculado | Ftabelado
liberdade
Amostra 131,45 2 65,73 11,17 5,00 (1%)
Provador 177,78 29 6,13 1,04 1,65 (5%)
Residuo 341.16 58 5,88
Total 650,38 89

Como Fcalculado ¢ maior que Ftabelado a 1%, conclui-se que hi diferenga

significativa com 99% de confianca no grau de aceitag@o das amostras testadas e que nfio ha

diferenca significativa entre os provadores.

6) Verificacdo da amostra mais aceita

MDS = g * sqr(SQMresiduo / n°julgamentos)

(19)

sendo g obtido na Tabela Tukey a 5%, n®amostras; gl residuo), q (3;58) =341
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MDS = 1,51

862 x 458 = 6,35-3,39=296> 1,51 diferementre sia p < 0,05
458 x 245 = 4,83 - 3,39 = 1,44 < 1,51, ndo diferem entre si

862 x 245 =6,35-4,83 = 1,52 > 1,51, diferem entre si a p < 0,05

Pela analise dos resultados verifica-se que a amostra 862, com o complexo de B-CD
seco por “spray drymg”, for a melhor acerta pelos consumidores em relagdo as outras duas
testadas ao nivel de 5% de significAncia, sendo sua avaliacdo média resultante: gostel
moderadamente. Este resultado corresponde a melhor aceitacdo da amostra que apresentou a
maior intensidade do aroma de gorgonzola no teste de ordenacdo, item 5.3.2.1. As amostras
com biocaroma encapsulado em lipossomas (amostra 458) e em B-CD seca em estufa (amostra
245) nido diferiram entre si com relacdo a aceitagio, tendo avaliacfio entre nem gostei/nem

desgostei e desgostel ligeiramente.,

Estes resultados indicam uma boa aceitagio pelo consumidor do bioaroma
encapsulado, uma vez que se pode ainda fazer ajustes das condigdes das amostras testadas
sensorialmente para comercializagio, bem como utilizar o aroma encapsulado em outros

produtos.

5.3.2.3. Teste de Atitude de Compra

O teste de atitude de compra consiste da avalia¢3o das porcentagens das notas dadas
pelos provadores a cada uma das amostras. Os resultados obtidos estdo representados na

Figura 54.
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| M Amosta 862
|

| Amostra 458 i
| T Amostra 245 |

Porcentageim de provadores (%)

Notas na escala de atitude de compra

Figura 54: Representacdo grafica das porcentagens das notas dadas pelos provadores para cada
uma das amostras testadas na andlise sensorial em relacdo a sua atitude de compra, sendo: 1 -
gu certamente ndo compraria, 2 - eu provavelmente nio compraria, 3 - eu tenho duivida se

compraria ou ndo, 4 - eu provavelmente compraria e 5 - eu certamente compraria.

Pela Figura 54 verifica-se que a amostra 862, complexo do bicaroma seco em “spray
dryer”, é a amostra com atitude de compra mais positiva, sendo que sua maior porcentagem de
avaliacdo, aproximadamente 50% dos provadores, provavelmente compraria o produto e em
torno de 30% certamente compraria. Este resultado estd em concordancia ao obtido no teste de

aceitacdo, item 5.3.2.2, em que a amostra aparece como a mais bem aceita.

Por outro lado, a amostra 458, bioaroma encapsulado em lipossomas, teve a maior
rejeicio dentre as trés amostras, com a maioria das notas dadas entre 1 e 3, sendo que quase
40% tinha divida se compraria ou ndo e aproximadamente 20% dos provadores certamente

ndo compraria o produto testado, o que confirma o resultado de aceitagdo como desgostei

ligeiramente.

A amostra 245, do complexo seco em estufa, obteve atitude positiva de compra,
sendo a maior porcentagem de notas entre 3 e 5, sendo que aproximadamente 30%

provavelmente compraria e 20% certamente compraria.

Com estes resultados, conclui-se que a amostra com o complexo do bioaroma

encapsulado em B-CD com secagem por “spray drying”, além de possuir o aroma de
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gorgonzola mais intenso, € a que resultou em methores resultados sensoriais, tendo aceitagéo

pelo consumidor e atitude positiva de compra.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir, de maneira geral, gue 2 inclus@o das metilcetonas sintéticas em 53-
CD resulta em complexos estaveis com relacio a temperatura, a volatilizacdo, a oxidagdo e a
estocagem, mostrando a potencialidade da complexagcio de aromas em [(-CD para a

preservagdo na estocagem e no processamento de alimentos.

Conclui-se também, que € possivel a encapsulacdo de compostos de aroma em
lipossomas em suspensdo e secos por “spray dryer”, tanto na forma concentrada quanto na

diluida, o que resulta em um aumento da estabilidade dos compostos de aroma.

Além disso, os estudos com o aroma do gorgonzola, produzido por fermentacio,
mostraram que ocorre a estabilizacio dos compostos de aroma sendo mantido sensorialmente
o aroma caracteristico. Assim, é viavel a aplicacdo da B-CD e da lecitina de soja, na forma
lipossomal, como agentes estabilizantes na industria de alimentos, com possibilidade de

aceitacdo dos produtos pelos consumidores.
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7. SUGESTOES PARA PROXIMOS TRABALHOS

As seguintes sugestdes sdo recomendadas para os trabalhos futuros:

e Para que seja possivel a quantificacdo do bicaroma de forma direta e dos complexos
formados é necessario um estudo mais detalhado do método de anélise dos compostos

volatels.

* Pode-se, ainda, melhorar o rendimento de complexacdo do biocaroma de gorgonzola
com a B-CD pela avaliacio da complexacio em estado solido, com pouca adigZo de
dgua ao sistema, por “kneading” ou “co-grinding”. Para isso, porém, haveria

necessidade de obtengdo do bioaroma em fermentacio de estado sélido e n#o liquido.

e O processo de complexacdo em B-CD também pode ser melhorado pelo estudo mais
detalhado das condig¢des de secagem tanto em estufa quanto em * spray dryer”, para

que ocorra menor oxidacdo da parte gordurosa da amostra do bioaroma.

¢ Um estudo mais detathado do processo de encapsulacio em lipossomas poderia levar a
melhores rendimentos de retencio tanto em suspensdo quanto em estado solido,
podendo-se avaliar também a secagem por liofilizacdo. Além disso, ha necessidade de

analisar a estabilidade dos compostos de aroma encapsulados em lipossomas.

e Sugere-se também a andlise sensorial do aroma encapsulado em outros produtos, tais

como arroz, biscoitos, etc.
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ANEXO I

Espectros de infra-vermelho.

Tabela de identificacdo dos espectros.

Amostra Numero da Amostra
B-ciclodextrina : 23
Complexo com 2-pentanona 27
Complexo com 2-heptanona 24
Complexo com 2-nonanona 26
Complexo com 2-undecanona 25
Complexo com mistura das metilcetonas 321
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Begin X.: 4000.07

Ending X:  399.2356

f Points: 1863

Caenter X Peak Y
530.54501 31.044471
609,94392 28389541
TOT.00126 3z.291377
7155.85760 36,566518
459, 87770 49.726718
94776373 45_785528
1029,1939 1,1360308
1080.6040 6.17639132
1156,6742 8.7966540
1254.5762 50.335990
1335.0732 39.690895
1413.7624 39.212608
L637.76859 43.245276
2361.1178 05.125215
2924 .3276 34, 580663

3386.4778 3.0313336

Mame

530
610
707
156
860
948
1029
1081
1157
1254
1335
1414
1638
2361
2924
3386



File # 4 : 0027

Sample Description: complexo pentanona

____Scans = 16
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Mode = 2 (Mid-IR)
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Peak Report

1276700 1:53 AM
ANOOQ24, 8PC

complexo heplanona

¥ Unitas.: Wavenumber {cmn-1)

¥ Units.: ‘Transmittance

Resolutn: 4 om-1

Hegln X.:  4000.07

Ending X:  399.2356

# Points: 1868

Canter X Peak Y Mame
446,61037 33.226280 447
529.91162 22.907328 530
515.89269 17.780535 576
608. 54530 21.684746 408
T05.01591 21.403345 05
THE. 67994 27,520891 TEY
861.17469 40.420870 861
U38.39421 30.794720 938
1003.6012 6.5419825 1004
1102.4000 3.7010691 1102
1158.2081 5.0254809 1158
1202.56417 31.568763 12062
1249,0146 39.242912 1249
1305.5835 32.430418 1305
1334.1821 27.488879 1434
1416,6116 28.260588 1417
1638,.1294 36.5612014 1638
17067.83968 174817266 1108
2066, 3280 £63,011871 7066
2360.1306 58,608915 2360
2924 2055 22.831191% 2924
3366.3748 2.24%4249 3366



Sample Description: complexo heptanona

Scans = 16 : Res=4cm-1_20scans/min
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Peak Reporth
12/6/00 2:16 AM

AN0026.8PC
complexe nonanona

X Units.: Wavenumber {cgm-1)
¥ Units.: Transmittanoe
Resolutn: 4 om~1

Beagin X.:  4004.07

Ending X 399, 2356

# Points: 18638

[T 2]

Cantear X Peak Y Mame
529,84935% 44.658110 530
LG 3r5EE2 38.115393 576
704.48869 40.733262 104
75748559 48.586529 757
B61.42882 58.,630300 861
445.76610 50,14998566 946
1003, 8804 25.282015 1004
1057,8667 10.975220 1658
1081.1818 16.368263 1081
1102,4429 28.590434 1162
1158.6893 18.733014 1159
1333.5384 46.295767 1333
1419.4109 47.935118 1419
1637.1638 51.729543 1637
1711.6166 59.131576 1712
2360.8356 56, 352764 2361
2923.9620 36,3537 2924

3378.9150 9.6994544 3379



FHE 1, UUZO Mode = 2 (Mid-IR) 12/6/00 2:16 AM

Sample Description: complexo nonanona

_Res=4cm-1 20 scans/min . Apad=Cosine

chng; 16
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*rak Report
LZ/B/00 0 2305 AM

N0025, 8PC
whplexo undecanona

CUnits.:r Wavenumber {cm-1}
fUnite.: Transmiftance
esolutn: 4 om-1

Jagin X.t 400007

nding ®:o 399,2356

I Points: 1868

‘L

Canter % Peak Y Name
329.63091 51.9310330 530
376G,34126 45.307594 576
04,46889 47.756583 T04
57, 36368 55.126020 757
61, 99967 64,194597 861
M5, 78291 56, 754124 946
04,1238 33.038371 1064
0360, 7438 B8.6948510 1031
L0R1.4115 22.1892606 1081
108, 4452 25.037748 1158
Z03.9740 62.6B6564 1204
245.5468 6GZ,8795%95 1245
J333.2307 53.389545 1333
369.9107 51.9195%4 1370
B37,.3323 58.381752 1637
717.0457 66,306581 1117
361, 5617 68.155685 2361
G22.71141 41 .573542 2923

1366.4496 14.315503 3366



File #1:0025 Mode = 2 (Mid-IR) 12/6/00 2:05 AM

Sample Description: complexo undecanona

Scans = 16 Res = 4 cm-1 20 scans/min Apod = Cosine
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Peak Reaport
B/3C/01 1:27 PM

AsNAMO321.8PC
BCD misturada com metil cetconas

A Unlta.: HWavepumber (cn-1)
Y Unita.: Transmibtance
Ragclutn: 4 am-1

Bagin X.: 4000,07

Ending X:  399.235%

# Polnta: 1868

Cenler X Peak Y
576.82682 ‘ 57.116874
704800394 58, 681990
445.631 55 53.915180
104, 5420 50, 330681
10309309 23,B62529
108C.5762 11.274885
1101.445% 51.577366
1157,6884 43,668920
1368,7058 50, 994755
1R38.6194 51.,180671
2922,71599 56.31717819

3376 4327 34.387750

Name

57

105

546

1004
1031
1080
1101
1158
1370
1639
2023
3376

0GL



File # 1 : AM0O321 Mode = 2 (Mid-IR)

Sample Dascription: BCD misturada com metil cetonas
Scans = 16

Res=4cm-1 20 scans/min

5/30/01 1:27 PM

qud = Cosine
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152

ANEXO I

Espectros de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 da amostra solida.

Tabela de identificagio dos espectros.

[ Amostra Nimero da Amostra

| B-ciclodextrina 23
Complexo com 2-pentanona 27
Complexo com 2-heptanona 24

| Complexo com 2-nonanona 26
Complexo com 2-undecanona 25

] Complexo com mistura das metilcetonas 321




. 7canCl

ex#d ®polarl

SAMPLE
date Feb 7 2081
solvent none
file exp
ACQUISITIBN

sfrq 125 756
in C1i3
at 6.080
np 8096
SW 50600.9
b 28000
brs 64
sS q
tpwr 60
tpwim 4095
pw 4.5
cntot 3000.0
di 3.000
tof 2169.9
nt 10600
ct 2682
srate

gain 50
rofil 10.0
rof2 16.6

FLAGS

i1l n
in n
dp Yy
®pol N
toss n
pedp n

G.ANAﬁ. #0023 13c/cpmashp ESUDhﬁ fevld
iy

BDFC. & V7T
tn H1
dof -1464.0
dm ARy
tmm [+
dpwrr 58
Crossp 3360
dipoir 1095
PROCESSING
th 1¢.00
wtfile
proc ft
fn 65536
*math f
werr
wexp
whs testsn
wnt
DISPLAY
sp -~11247.7
wp 50600.%
Vs 66807
sC ju
we 2590
hzmm 11.20
is 500.00
rfl 11247.7
rfp g
th q
ins 1.000
al ph

£GL



INDEX FREQUENCY PPH HE LGHT N
1 26790.569 213.138 -2.9 o
2 25992.185 206.786 “0,6 +
3 20494.607 163.049 -3.1
4 18424.432 154.535 -1.7
5 18825.329  143.404 -3.0
6 16530.482 131.512 -0.9
7 16059.482 127.765 ~2.%

8 15511.268 123.403 0.1 — w
9 14814.805 117.862 ~3.2 N by bad
10 13035.813 103.709 56,4 @ o w o
11 12038.219 95.773 -3.2 =3 o ~
12 10365.782 B2.467 34.0 {
13 10234.519 81,423 35.1
14 9212.217 73.290 151.2
15 8376.770 686.643 -0.9
16 7620.081 60.623 37.3
17 6026.491 47.944 ~2.4 g o
18 5528.148 43.988 6.2 = o
19 1604.134 36.629 -2.8 w a2
29 4037.389  32.120 7.5 |
21 3859.759 30.707 6.7
22 3720.815 29.602 4.5
23 3310.041 26.334 ~2.6
24 3827.441 24.085 8.4 5
25 2869.926 22.832 7.8 o
26 2078.473 18.127 -2.8 z
27 1775.043 14.122 2.6 ~
28 63.988 §.508 -3.1 o
o
M~
g -
o Ne d
5 S o ~
R " =
o S o E W oo
e o % w P
g“z . @ ]
3 e~ o o f
[ oF A
w o n
[:+] n
- —
T fl]llliiliil'il!li[i!!!IJlll|l!!fl!lll[lll}‘ll|||Fi}IE!'!"I“I'["I"l"'!fl—?!—i*!_I"T’T—E‘l_!’T1"3A|1El|'l'|";'!irl|l FIII!EIE|F!F§E |]]l‘ll|lll|\|]|; ‘illrlr|E'T{!l['[T’]’“{"["TI'['{"T}'f
240 229 2010 130 160 140 120 108 &80 68 4] 28 0 -210 ppm



€.ANAL . #0027 13Ccpmashp B200 hz . fevl

ScanCi

expld -xpolari

SAMPLE
date Feb 15 2001
soivent none
fite ex
ACQUISITION
sfry 125,710
in Ci3
ai 0.080
np 8096
SW 50600.9
b 28000
bs 16
88 4
tpwr 60
tpwim 4095
pw 1.5
cntet 3000.0
d1 3.000
tof 2169.8
nt 20000
ct 14514
srate to.
gain 50
rofi 10.0
rof2 16.0
FLAGS

n
in n
tip Y
“pol ¥
toss n
pdp n

&

BEC, & VT
dn HL
dof -1464.0
dm nny
deam . [+
dpwr 58
Crossp 3300
dipolr qa9s

PROCESSING
1B 40.00
wtfile
proc ft
fn 65536
math : f
werr
wexp
whs testsn
wit

DISPLAY

sp -§298.4
wp 37658 .4
Vs 99334
5C 0
WG 250
hzmm 156.63
ts 506.00
rfl 11247.7
rfp 1]
th -1
ins 1.000
ai ph

GGl



131 098 ng 00T 02t erT 8971 a4eT 00e 622 Gy
N PR TR NE FRT NS NN NN W W S FI N RN W RS I SR W sortad s b,

0e

6é-

ndd

TS N ST W10 A0 U NN I U SIS S ) P ST U U0 A0 S0 S0 Y U0 O MO0 T 0T O U 0 0 O 0 S SO

] 247.820
;
|
i
)
)
f
g
% 214563
3 210.398
i
E
! 191.298
1
!
!
%
{
i
{
!
3 152.459
j 147.741
1
§
;> 132,615
! 127.063
:> 122.175
;
i 115.639
1
K\»uh_m —104.618
193.0019
$5.623
496.522
34.128
i gi.104
k-~_ﬁ_u_, —8%.381
82.530
== — __82.900
S-79.371
o 35738
e ?71.877

64,112
50.943

48.750
—48.347
T/ 38,669

f/ 35.892
ffe34 786
J_.33.128
/-30.978
mmmmm———, 20265
e 28 . 188
23.115
20.056
_mm____dmm___ﬁm_la.ﬁﬂz
S 16,223
S.13.913

'““"”\“xfﬁf\dx’\vw/v”““*\«““\w

~5.462

89S



FREQUENCY

31150

26968,
26446 .
24034,
19163,
18570,
16593,
7347
.84z
14535,
13150,
L7490
12396.
12132,
11984,
.288
11451,
10733,
10381.
10307,
19876 .
3150,
3034,
8339,
8058,
7660,
§131.
5B25.
4860.
4511,
q4372.
4164.
3693,
38049.
3543,
.444
2520.

15963

15358

12847

11831

2805

.025,
704

i99
053
451
454
737

293
0839

188
419
170

399
316
224
100
627
446
626
834
652
232
411
647
482
478
485
018
773
2086
225

923

PPH.

247

.820
.563
.398
208
L459
.741
L015
.003
LA75
L6339
618
.008

623
.522
.343
126
.104
.381
.5%0
. 000
.371
.798
LB77
.827
112
.943
.780
347
6569
N:1%
786
.128
L8978
265
.188
.15
. 058

HEEGHT

~4.
-6.
-4,
-7.
_{E_

-6

-8.
-6.

~6.

P e ) = N N N WS DM R D NS N @

WD MO0 e D RO LD TN R

INDEX
38
3%
40

FREQUENCY
2349 .50%
2039112
1748.791
-686.513

PPN

18.652
16.223
13.913
-5.462

HEIGHT

-4,
~6.
=0,
-6.

w

@ oo

Sk



C.ANAL. #0027 13Gcpmashp 6200 hz  feviScanCt

Pulse Sequence: xpolarl

Ambient temperature
INOVA-500 . "inovas00"

PU{BE SEQUENCE: spolari

Relax. delay 3.000 sec

Puise 95.4 degrees

Acy. time 0.080 sec

Width 50600.9 Hz

19514 repetitions

OBSERVE €13, 125.6959304 MHz
Cross polarization

Contact time 3000.000 usec
Decoupter power levels © dpwr=%3
Crosspolarization 3300
Bipolar 4095

Spioner rate 2243

DATA PROCESSING

Line broadening 40.0 Hz

FT size 65536

Total time 17 hr, 11 min, 2 sec

861

\_.)\\__,_,‘,,A/‘-"'\,//\f\.,ﬂ«\_l__w%__ e g R R o AT T

ppm



C.ANAL . #0024 13c/cpmashp  G300hz  fevl

‘7eanC?,

exph wpolart

SAMPLE
date Feh 7 72001
solvent none
fite exp
ACQUISITION
sfry 125,710
tn C13
at 0.080
fip 80396
W 50600.8
b 28000
hs 4
5% 4
tpwr 60
tpwrm 4098
pw 4,5
ocnict 3000.90
dl 3.000
tof 2169.9
nt 20000
ct 200040
srate “ -
gain 50
rofi 19.0
rofz 18.0
FLAGS
il n
in "
dp ¥
xpot Y
toss n
pip 1

¥

DEC. & VT
dn H1
dof ~1464.0
chin nny
dmm C
tpwr 58
Crossp 3300
dipoly 4095
PROCESSING
Th 49
witfile
proc ft
fn 65536
math f
wWerr
wexp
whs testsn
DISPLAY
sp ~E1247.7
wp 50600.9
Vs 30358
s¢C 1]
wWe 250
hzmm 114.58
is 508.00
Ffl 11247 .7
rfp 1]
th -2
ins 1.000
afi ph

651



'CLANAL . #0024 E3c/cpmashp  6300hz  fevi7canC2

Pulse Sequence: xpolarl

Ambient temperature
INOVA-500  "inova56g"

PULSE SEQUENCE: wpolari

Helax. detay 3.000 sac

Pulse 85.4 itegrees

Acq. time 0.080 sec

Width 50600.9 Hz

20000 repatitions

OBSERVE €13, 125.63853304 MHz
Cross polarization

Contact time 3000.009 usec
Decoupler power levels @ dpwi=58
Crosspolarization 3389
Dipolar 4995

Spinner rate 2241

DATA PROCESSING

Line broadening 40.0 Hz

FT size 65536

Total time 17 hr, 11 min, 2 sec

A
WWMW\MW%WVM\MwaA4¢f \m/\\-u.a”

[gle3]

Pt
'%km%wvwwwwwi’\M‘)A“NW

pE



~ g
Jnc
=7
o éé
=
i ] 213,138
A 206.786
~
&
=3
[
Bo &
= j ;
s i 163.049
oy —
= 3
- 143.404
o
= 7
3 = 131.512
E 127.765
= 123.403
N —i
=5 ¢ 117.862
3

EES— 1 L

oot

95.773

e —-B2.467
e __B1.423

g

T

JE—C 4 11

T — L

o
= o 60.623
T
47 .944
43.988
-
= ~—36.629
—32.120
. — L z0.707
29.602
25.333
o ——. 24 085
= e 22 .832
fee 18,127
14,122
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4/

C.ANAL . #0026 13Ccpmashp 6200 hz fte
AcanCi s v

expl0 xpolarl

SAMPLE DEC. & VT

date Feby 14 2081 dn H1
solvent none dof ~1464.0
file exp dm nny

ACTUISITION timm [
sfrog 125.750  dpwr 58
tn Cl3 crossp 3368
at 0.080 dipolr 4095
fp 8096 PROCESSING
sW 50690.8% 1b 49
fir 289000 wtfile
s 64 proc i
585 4 fn 65536
tpwr 60 math f
tpwrm 4095
pw 4.5 werr
cntct 3000.0 wexp
1 3.000 whs testsn
tof 2169.9 wnt
nt 200040 DESPLAY
[ 188040 sp -11247.7
srate L wp 50600.9
gain 50 wvs 35378
Frofl 10.0 sc ]
rof? 10.0 wc 2580

FLAGS hzmm 202 .44

il n is 500.00
in n rfl 11247.7
dp y rfp 1]
xpol y th 85
toss n o ins 1.000

pdp n o ai ph

ZaL



FREQUENCY

33650.
30431 .
2924% .
27854,
28475,
26046.
24935.
23380.
23631,
22208,
.738
20130,
19501.
184890.
17185,
16845,
165425,
.947
L1586
13676.
.358
12103,
10892.
10353.
10212.
-141
7661.
5888 .
5448.
5155,
4400,
.822
3737,
3649,
332%5.
3047,
2803.

20785

15681
14949

13037

2197

3947

138
$43
037
567
544
234
809
835
832
7349

160
645
887
174
512
a7z

683

078
37e
428
500

778
941
8486
436
291

80z
778
484
516
523

‘PeM

711

2. 108
697

.663
.632
.216
.383
011
.235
.6B86
445
.1549
.14%
.028
.561
-018
L6786
.B41
831
.808
21

.28%
.657
.369
.251
.130
.955
L8351
-349
.05
.007
. 408
L2137
037
457
.245
.304

HEIGHT

-2,
-4,

-4
b
-4

2.
-5,
3.

-3

1.

17

-3.
9.
-6.
9.
~t.
§.
%.
1.
~3.
46.

-6,

A= /AT A N - - B R I N )

DWW WD M e N LMD SN

INDEX FREGUENCY

38 1869.620
3% 1736.437
40 -394 .647

PPH

15.670
13.845
-3.140

HETGHT
-a.1
7.8,
5.8

£91



09 1303 B80T 621 oyt 0971 08T 00¢ 6ee irve
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242.108

232.6%7

221.663
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2407 .218

188.383
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183.235

. S e

176.686

165.448
160.150
155 .14%

W

147 .0249

s 1 36 . 561
e 134,018

e 130,676

oA

124.841
118.931
(:::::::;_¥ 108.808
103.721
¢ 86.289
i\\\21“~ﬁm_mw —86.657
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E——— 81.251
/3 T30
66,955
; ~—46.851
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1
.
o
b
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1
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I
s
i
g
;
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{
!
5
{
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¢
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C.ANAL. #0025 13cscpmashp. 6300hz  fevd

fcanCt

exp5 xpoltarl

: SAMPLE
date Feb B 2001
soivent none
fite exXp
ACQUISITION
sfryg 125.710
in c13
at 0.080
i 8086
SW 5066500.8
fh 28000
bs q
$8 4
tpwr 60
tpwrm 4085
pw 4.5
cntect 3060.0
il 3.000
tof 2169.9
nt 20008
ct 17801
srate
gain 50
rofl 10.90
rof2 0.9
FLAGS
il
in N
dp
®pol \
toss n
pdp "

L,

DEC. & VT
dn H1
dof . ~1464.0
dm Ny
. dmm [
dpwe 58
CFrOSSH 3360
dipos 4095

PROCESSING
1B 100.00
wtfile
proc fi
fn 65536
math f
werr
wexp
whs testsn
wnt

BISPLAY
sp ~6346.2
wp 37704.7
Vs 172740
sC 8
we 250
hzmm 150.82
is 500,00
rfl 13247.7
rfp ]
th -2
ins 1.000
ai ph

631



FREQUENCY ,
30152.
2918%.
27260.
26573,
L. 368
25298 .
678

26038

23564

23234,
20883,
207298,
18535,
18675,
17231.
16978.
16569,
.980
i562¢,
i5220.
14575
13846,
13088.
12079.
064
4207.
B395,
7654,
5904,
5479,
.354
3685.
3z7a.
3047.
z2848.
568
1748.

16355

10238

1908

2037

31
842
[P
205

811

130
761
485
514
464
578
318
164

311
3486
444
552
877
914

584
301
055
404
466

297
523
518
306

79

.884
613
L873
204
.14z
L2790
.633
.Ba4
. 145
.489
.4z
577
.083
.975
978
.123
275
.083
.958
.159
.843

.104
-435
.253
.781
-883
.874
.521
N:LE]
.318
.05%
245
66O
L210
-913

HEIGHT

-1.
-2,
-1,
-2,
-0.
-2,
-,
-1,

2,
-2,

-0

-Z.
1.
=,
1,
=0,
2.
-G.
4,
-0,

60
-2.
12

151,

1
45
-2

2
-2,
18,
-0.

4.

a1,
-1.

[

NE~ND L WWWamooh & m-
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M

B

= 234.613

M

M

=
- 212.204
E 261.270

n6ze

L batss]

P /\//""/{ \ff\/,._.fm_.rf\ﬂmmv-

— 187 633

184.844

[
oo
=

- 166.145
e - 161.48%8
@ 155.420

~ 148.577

]i
-
= - e1B7.08%
E . 185.075

; e 131,879

. ——_130.123
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C.ANAL . #AM0321 13C/cpmashp A4390hz  juloScanc

Puise Sequence: xpolart

ambient temperature
INGVA-500 *inovaS0o"

294

Relax. delay 2.0080 sec

Palse §5.4 degrees

acy. time 9.088 sec

Widih 50600.9 Hz

8515 repetitions
OB3ERVE €13, 125.8959304 MHz
BECGUPLE  H1, 459.884%116 MHz
Power 58 dB

on #uring acguisition

of f during delay

single frequency

DATA PROCESSING

Line broadening 40.0 Hz

FT size 65536
Tatal time 8 hr, 43 =in, 27 sec
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C.ANAL . #AMO321 13C/cpmashp A4300hz

185cant

expd  xpolari

SAMPLE
date Jul 5 Zo0t
soivent none
tile ex
ACQUISITION
sy 125.71¢
tn Cl13
at 0.089
np 8096
549 50600.9
fh 28000
bs 16
S5 4
tpwr 69
tpwrm 4045
W 4.5
caict 3000.0
13} 2.000
tof 2169.9%
nt 15000
ct 8515
srate 2241
gain 50
rofi 10.0
rof2 10.9
FLAGS

i1 n
in n
ip Y
xpol Y
tOs§s 1
pifp n

DEC. & VT
dn
dof -14%4.0
dm nny
el C
dpwe 58
CrOsSSp 3000
dipolir 4085

PROCESSING
b 48.08
wifile
proc ft
1 65536
math f
werr
wexp
whs testsn
wit

BISPLAY

sp -11247.7
wp 50660.9
vs 33761
sC 1]
we 250
trzmm 262 .40
is SB06.60
rfi 11247 .7
rfp 9
th 9
ins 1.909
ai ph
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ANEXO III

Distribuicio do tamanho das particulas obtida por espalhamento quasi — eldstico de luz.



DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE AMOSTRA DE LIPOSSOMAS
Size distribution(s)

100 -
23
3 |
[&]
£
R
50
1 2
Diameter (nm) (x10"3)
Size(nm) Intensity Volume Number Peak Analysis by intensity
1297.2 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
1349.9 0.0 0.0 0.0 1 100.0 1940.1 82.2
1404 .8 0.0 0.0 0.0
1461.8 0.6 0.0 0.0 Peak Analysis by volume
1521.2 0.0 0.0 0.0
1583.0 0.0 0.0 0.0 Peak Area Mean Width
16473 0.0 0.0 0.0 1 100.0 1940.9 162.9
1714.3 0.0 0.0 0.0
1783.9 0.0 0.0 0.0 Peak Analysis by number
1856.4 0.0 22.4 22.4
1931.8 89.4 47.4 47.4 Peak Area Mean Width
2010.3 10.6 27.6 27.6 1 100.0 19409 162.9
2092.0 0.0 2.6 2.6
2177.0 0.0 0.0 0.0
22654 0.0 0.0 0.0
2357.5 0.0 0.0 0.0
24533 0.0 0.0 0.0
25529 0.0 0.0 0.0
2656.7 0.0 0.0 0.0
2764.6 0.0 0.0 0.0
2876.9 0.0 0.0 0.0
29938 0.0 0.0 0.0
31154 0.0 0.0 0.0
3242.0 0.0 0.0 0.0

173



L 7=t

DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE AMOSTRA DE LIPOSSOMAS COM MANITOL

60 -

2

Liameter (nm} (x10"3}

£

&

[

= :

== 40 - - -

20
1

Size(nm)  Intensity Volume Number
963.4 0.0 0.0 0.0
1002.5 0.0 0.0 0.0
1043.3 0.0 0.0 0.0
1085.7 0.0 0.0 0.0
11258 0.0 0.0 0.0
1175.7 0.0 0.0 0.0
12235 0.0 0.0 0.0
1273.2 0.0 0.0 0.0
13249 0.0 11.2 11.2
1378.7 44.9 36.2 36.2
1434 .8 55.1 38.8 38.8
1493.1 0.0 13.8 13.8
1553.7 0.0 0.0 0.0
1616.9 0.0 0.0 0.0
1682.6 0.0 0.0 0.0
1750.9 0.0 0.0 0.0
1822.1 0.0 0.0 0.0
1896.1 0.0 0.0 0.0
1973.2 0.0 0.0 0.0
20533 0.0 0.0 0.0
2136.8 0.0 0.0 0.0
2223.6 0.0 0.0 0.0
23140 0.0 0.0 0.0
2408.0 0.0 0.0 0.0

Peak Analysis by intensity

Peak Area Mean Width
1 100.0 14096 106.0

Peak Analysis by volume

Peak Area Mean Width
l 100.0 1410.2 1375

Peak Analysis by number

Peak Area Mean Width
1 106.0 1410.2 1375




