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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os métodos de
microencapsulacdo da polpa de amora-preta e caracterizar as antocianinas,
compostos fendlicos e caracteristicas de cor resultantes dos produtos obtidos.
Foram utilizados como meétodos de microencapsulagdo a coacervacao
complexa utilizando gelatina e goma arabica como agentes encapsulantes com
posterior liofilizacdo como método de secagem e a atomizacao por spray dryer
utilizando maltodextrina como agente encapsulante. Os materiais obtidos pelos
dois métodos foram comparados em relacdo ao teor de antocianinas, em
relagdo a cor por andlises colorimétricas pelo meéetodo CIELAB, as
microestruturas formadas foram analisadas por microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) e a degradacdo térmicas das amostras foi analisada por
termogravimetria (TG). Em relacdo a coloracdo da polpa de amora-preta in
natura, o composto microencapsulado por spray dryer obteve coloracdo
tendendo mais ao vermelho, caracteristico das antocianinas em pH acido,
devido ao processo que nao altera o pH inicial da polpa permanecendo &cido; o
produto final obtido pelo método da coacervacdo obteve coloracdo final
tendendo mais ao azul, caracteristico das antocianinas em pH alcalino, devido
ao processo de coacervacao que eleva o pH da polpa in natura. O produto
resultante obtido pelo método do spray dryer foi mais eficiente nos teores de
antocianinas, resultando em (53 + 1) mg cianidina-3-glicosideo/100g, sendo
gque o método da coacervacdo resultou em (10,5 + 0,5 mg cianidina-3-
glicosideo/100g. As microestruturas formadas foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura e verificou-se que pelo método de spray
dryer, foram formadas microesferas, com diametros variando de 3,5 a 9,5 um e
superficie lisa, com leves rugosidades. Pelo método de coacervacao as
caracteristicas microscopicas apresentaram uma estrutura complexa, com
aspecto disforme, com a formacdo de minimas microcapsulas de tamanho
variando de 4 a 12 pym, imersas numa mesma matriz polimérica. Pela
termogravimetria foi verificado um aumento na estabilidade térmica dos
produtos obtidos pela coacervacdo e spray dryer em relacdo a degradacdo
térmica sofrida pela polpa in natura, pois os produtos formados por
coacervacdo e spray dryer apresentaram maior estabilidade térmica que a
polpa de amora liofilizada. Concluiu-se que a coacervacdo ndo demonstrou ser
um processo eficiente na microencapsulacdo da polpa de amora-preta pois
obteve 0s menores teores de antocianinas e menor eficiéncia de
microencapsulacédo de compostos fendlicos em relacdo ao processo de spray
dryer.

Palavras chave: Amora-preta, microencapsulacdo, antocianinas, compostos
fendlicos.



ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the blackberry pulp
microencapsulation method that can better keep the anthocyanin, phenolic
compounds and color features. It was utilized as microencapsulation method
the complex coacervation utilizing gelatin and Arabic gum as encapsulant
agentes and subsequente lyophilization as drying method and the atomization
by spray dryer making use of maltodextrin as encapsulant agent. Comparing
the post results using both methods, taking colorimetric analysis by CIELAB
method, the formed microstructures were analyzed by eletronic scanning
microscopy and the termal degradation of the samples was analyzed by termal
gravimetric analyzis (TGA). Regarding the pulp color of blackberry in nature, the
microencapsulated compound by spray dryer got tending more color to red,
characteristic of anthocyanins in acidic pH, due to the process that does not
change the initial pH of the pulp, remaining acid; the final product obtained by
the coacervation got tending more color to blue, characteristic of anthocyanins
at alkaline pH, due to the coacervation process that raises the pH of the pulp in
nature.The resulting obtained product by the spray dryer method was better
eficient on anthocyanin levels, resulting (53 + 1) mg/100g of cyaniding-3-
glicosideo, being the coacervation method results (10,5 + 0,5) mg/100g of
cyaniding-3-glicosideo. The formed microstructures were analyzed by eletronic
scanning microscopy and it was found that the spray dryer method were formed
microspheres with diferent sizes, with diameters varying from 3,5 to 9,5
micrometers and the formed particles maintained the surface smooth with slight
roughness. It was found to the coacervation method the microscopic
characteristics showed a complex structure, with misshapen appearance, with
minimum formation of microcapsules size ranging from 4 to 12 micrometers
immersed in the same polimeric matrix. The thermogravimetric concluded the
formation of microcapsules due to the increasing of thermic stabilization of
products obtained by the coacervation and spray dryer in relation of thermic
degradation suffered by the in nature pulp. Results revealed that the
coacervation did not prove to be efficient in the blackberry pulp's
microencapsulation process since it has the lowest content of anthocyanins and
lower efficiency of phenolic compounds' microencapsulation in relation to the
spray drying process.

Keywords: Blackberry, microencapsulation, anthocyanins, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

O crescente interesse sobre o impacto gerado por compostos bioativos
da dieta na promocéo da saude (ABDALLA & ROOZEN, 1999; MOLYNEUX,
2004), tornou mais crescente a busca de novos produtos com propriedades
antioxidantes oriundas de fontes naturais presentes nos alimentos. Esses
compostos bioativos, destacam-se tanto pela possibilidade de ter
aproveitamento como alimentos funcionais quanto pelo fornecimento de
compostos que se enquadram como nutracéuticos (ANDRADE- WARTHA,
2007).

A utilizacdo de corantes obtidos a partir de fontes naturais e sua
correlacdo com a atividade antioxidante vem sendo estudada (FALCAO, 2007)
devido a toxicidade de alguns corantes sintéticos e a proibicdo do uso de
alguns deles (TURKER, 2006; MACZ-POP et al., 2006; GIUSTI & WROLSTAD,
2003). Desde a década de 90, as fontes mais pesquisadas de corantes naturais
envolveram as principais familias croméaticas: os carotendides, principalmente
agueles de coloracdo amarela e laranja; os porfirinicos, de coloracao verde, e
os flavondides, principalmente aqueles de cor vermelha, como as antocianinas
(FAVARO, 2009).

As antocianinas possuem potencial uso como corante natural e também
propriedades terapéuticas, mas devido a sua instabilidade frente a diversos
fatores, se fez necessario o estudo e o desenvolvimento de técnicas que
promovessem um aumento na estabilidade destes pigmentos, permitindo sua
aplicacao principalmente na industria alimenticia (HORST, 2009). Seu uso é
indicado para alimentos ndo submetidos a temperaturas elevadas durante o
processamento, com tempo curto de armazenamento e embalados de forma a
evitar a exposicao a luz, ao oxigénio e a umidade (FENNEMA, 2000).

Muitos compostos, como 0s aromas e corantes naturais, na industria de
alimentos, sdo altamente degradaveis, perdendo suas propriedades de
interesse e consequentemente seu valor de mercado (AZEREDO, 2005). Uma
alternativa para reduzir essa degradacao seria a aplicacdo de um processo de
microencapsulagcéo, que consiste no empacotamento das particulas em uma
microcapsula por um agente de corpo com o objetivo de proteger o nucleo do

ambiente externo.
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Alguns dos objetivos da encapsulacdo de componentes de alimentos
sao: reduzir alteragbes que podem resultar em perda de aroma, alteracao de
cor ou perda do valor nutricional, separar componentes reativos ou
incompativeis; reduzir a taxa de migracdo do nucleo para o ambiente externo;
evitar reacbes prematuras de um substrato; mascarar sabor indesejavel;
promover melhor solubilidade e melhor incorporacdo em sistemas secos
(DEPYPERE, 2003; PSZCZOLA, 1998; REINECCIUS, 1991). Outro objetivo da
encapsulacdo é permitir que a liberacdo do material do nucleo ocorra
lentamente com o tempo, ou a partir da ocorréncia de um certo evento. Esse
conceito refere-se ao controle do inicio da liberacdo ou da taxa de liberacéo e é
denominado de liberacdo controlada (RISCH, 1995), e ajuda a evitar a
utilizacdo inefetiva e a perda de compostos durante o processamento
(AZEREDO, 2005).

Uma alternativa para a utilizagdo das antocianinas como corante natural
€ a utilizacao desta através de sucos em po. Os sucos de frutas sdo produtos
de crescente demanda no mercado mundial, e uma aplicacdo de crescente
interesse industrial € a producdo de sucos de frutas encapsulados em po.
Entretanto, devido a alta higroscopicidade e a natureza termoplastica desses
sucos em p6 podem ocorrer problemas durante o processo de encapsulamento
como adesao as paredes do secador, aglomeracéo, entre outros, o que pode
ser contornado pela utilizagdo de encapsulantes (BHANDARI et al, 1993).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os processos de
microencapsulacao de polpa de amora-preta pelos métodos de coacervagao e
spray-dryer em relacdo a estabilidade dos compostos fendgicos e antocianinas,

microestrutura e cor da polpa desidratada.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do tratamento
para encapsulacao da polpa de amora-preta sobre as atividades, degradacéo e
concentracfes de seus compostos fendlicos e antocininas, utilizando-se os
processos de spray dryer e coacervacdo complexa como técnicas

encapsulantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Medir o0 teor de antocianinas e capacidade antioxidante da polpa de
amora-preta, e dos produtos microencapsulados por coacervacao e
spray drying.

o Caracterizar a coloragdao formada na microencapsulagdo por
coacervacdo e spray drying e comparar com as caracteristicas de
coloracao originais da fruta.

e Caracterizar a degradacdo térmica da polpa de amora-preta e dos
métodos de microencapsulacdo por termogravimetria.

e Caracterizacdo morfologica das particulas na microencapsulacdo por

microscopia eletrénica de varredura (MEV).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 AMORA

A amoreira-preta faz parte de um grande grupo de plantas do género
Rubus, pertencente a familia Rosaceae, na qual existem outros géneros de
importancia para a fruticultura (WSSA, 2005). Seu fruto € denominado de mini
drupa ou drupete, onde existe uma pequena semente, sendo que a sua juncao
forma o que é chamado de fruto agregado (POLING, 1996).

A amoreira-preta (Rubus spp.) é uma planta rastica, apresentando frutas
de alta qualidade nutricional e valor econémico significativo. Seu cultivo vem
crescendo nos estados do Rio Grande do Sul e de S&o Paulo, e, em Minas
Gerais suas qualidades vém sendo trabalhadas como uma das opcfes para a
pequena propriede agricula (ANTUNES et al., 2000; ANTUNES, 2002).

Quando madura, a fruta apresenta coloracdo vermelho-escura, quase
preta, com polpa vermelho-escura, apresentando crescimento rapido e
adaptando-se a qualquer tipo de solo, tendo sua frutificacdo entre setembro e
novembro (BIBVIRT, 2005).

O consumo da amora in natura (Figura 1), ndo é muito frequente devido
a sua estrutura fragil e alta atividade respiratéria dos frutos, pois a vida pos
colheita da amora-preta € relativamente curta (max. de 7 dias a temperatura de
5°C). Em funcdo disso os frutos sdo comercializados preferencialmente na
forma industrializada podendo ser congelados, enlatados, processados na
forma de polpa para utilizacdo em produtos lacteos (como matéria-prima ou
aditivo de cor e sabor), sucos e geléias (ANTUNES, 2002; ANTUNES;
DUARTE-FILHO; SOUZA, 2003; FERRARI ; RIBEIRO; AGUIRRE, 2012).

A amora-preta possui alta presenca de compostos polifenélicos, sendo
gue as antocianinas conferem a polpa e ao suco coloragédo altamente atrativa
(HAMINIUK, 2005), além de ser altamente nutritiva na forma in natura contendo
elevado conteudo de minerais, vitaminas B, vitamina A e calcio; ser rica em
compostos bioativos, que sdo oriundos de metabdlicos secundarios, como
carotenoides, vitaminas, tocoferois (MOTA, 2006).

Uma forma de agregar valor ao produto “in natura”, auxiliando na renda
dos fruticultores é o processamento das frutas da amoreira-preta, em produtos

como geléias, sucos, iogurtes e sorvetes. ApOs 0 processamento podem
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ocorrer alteracdes das caracteristicas funcionais originais da fruta, mas o
impacto do processamento sobre as propriedades funcionais da amora-preta
ainda esté sendo estudado (JACQUES, 2011).

O uso da amoreira preta vem sendo difundido para fins terapéuticos
como laxante, expectorante, refrescante, emoliente, calmante, diurético, anti-
diabético (variedade nitra) e anti-inflamatorio (SALGADO, 2003).

Mota (2006) obteve as seguintes médias na caracterizacdo de um suco
de amora-preta em diversas cultivares: Umidade: 91,14; pH: 3,3; °Brix: 8,76;
Acidez: 1,34% (acido citrico); Carboidratos: 5,11%; Antocianinas: 130,73
mg/100g.

FIGURA 1 - AMORA PRETA

Com relacao a polpa de amora-preta, Ferrari et al (2012) obteve as

médias mostradas na tabela 1.
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Tabela 1 - Composicao fisico-quimica da polpa de amora-preta

Componente Conteddo
Umidade (% base umida) 92,0+0,1
AcuUcares redutores 54+0,3
(g de acUcar redutor . 100g™ b.u.)
Acucares totais 6,5+0,2
(g de acucar invertido . 100g™ b.u.)
Lipideos (100g™ b.u.) 0,1
Cinzas (100g™ b.u.) 0,2
Teor de solidos soluveis (Brix) 6,8+0,1
pH 3,31 0,02
Acidez (% &cido citrico. 100g™ b.u.) 0,76 £+ 0,02
Antocianinas (mg. 100g™ b.u.) 7812
Compostos fendlicos totais 211 +4

(mg &cido galico . 100g™* b.u.)

Fonte: Ferrari et al. (2012)

3.1.1 Compostos bioativos

Compostos bioativos sdo constituintes que exibem potente atividade
biolégica e sao naturalmente presentes em pequenas quantidades nos
alimentos (COZZOLINO, 2009).

As atividades biolégicas das frutas vermelhas, como a amora-preta, sao
parcialmente atribuidas ao seu elevado teor de fitoquimicos como o0s
flavonoides (antocianinas, flavondis e flavandis), taninos (proantocianidinas,
elagitaninos e galotaninos), estilbendides (como o resveratrol), acidos fendlicos
(derivados do acido hidroxibenzdico e hidroxicinamicos) e lignanas (SEERAM
et al., 2006).

3.1.1.1 Compostos fendlicos
Os compostos fendlicos merecem destaque dentre os fitoquimicos

presentes em frutos de amora-preta, devido a sua atividade antioxidante. A

capacidade de inativacdo dos radicais livres pelos compostos fendélicos vem
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sendo atribuida a presenca de grupamentos hidroxilas (OH-), que possuem
capacidade de se ligar a radicais livres presentes no organismo, impedindo sua
acao de oxidacdo de componentes celulares. (SEVERO et al., 2009).

Os compostos fenolicos compdem a classe dos fitoquimicos alimentares,
sua formula quimica contém pelo menos um anel aromatico, ao qual esta unida
uma (ou mais) hidroxila(s). Foram identificadas mais de 8000 estruturas
fendlicas caracterizadas em 10 classes. Elas variam desde moléculas simples
(como os acidos fendlicos com uma unica estrutura aromatica), bifendis (como
o acido elagico) e flavondides, que contém 2 a 3 anéis aromaticos e polifenadis,
contendo de 12 a 16 anéis. Os compostos fendlicos séo classificados em dois
grupos, flavondides e nao flavonoides (KARAKAYA, 2004; HASLAM, 1998).

Os compostos fendlicos presentes nas plantas sdo essenciais para o
crescimento e reproducdo dos vegetais, atuam como agentes antipatogénicos
e contribuem na pigmentacdo, adstringéncia e estabilidade oxidativa
(JACQUES; ZAMBIAZI, 2011).

Em geral os compostos fendlicos podem atuar de varias formas como
antioxidantes: combatendo os radicais livres através da doacdo de um atomo
de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura aromatica, pois
possui a capacidade de suportar um elétron desemparelhado através do
deslocamento deste ao redor de todo o sistema de elétrons da molécula;
quelando metais de transicdo, como o Fe®* e o Cu'; interrompendo a
propagacdo dos radicais livres na oxidacdo lipidica; reparando a lesdo a
moléculas atacadas por radicais livres (PODSEDEK, 2007; KYNGMI, EBELER
2008); atuando como agentes redutores, doadores de hidrogénio e supressores
de oxigénios singletes, devido a sua capacidade redox (KAHKONEN et
al.,1999; ZHENG, WANG, 2001; JOHN, SHARIDI, 2010).

Os compostos fenodlicos sao incluidos na categoria de interruptores de
radicais livres, sendo muito eficientes na prevencao da autoxidagéo (SHAHIDI,
JANITHA, WANASUNDARA, 1992). Na Figura 2 esta representada a acao de
um composto fendlico frente a um radical livre, na qual ocorre a doagdo de um
atomo de hidrogénio do composto fendlico para o radical livre, estabilizando-o,
enquanto o composto antioxidante promove a organizacdo de seu elétron
desemparelhando por ressonancia (NAWAR, 1996). Estes compostos podem

atuar agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo
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oxidativo, formando produtos intermediarios, relativamente estaveis, devido a

ressonancia do anel aromatico (SOARES, 2002).

FIGURA 2 - REACAO DE UM COMPOSTO FENOLICO COM UM RADICAL LIVRE.

FONTE: ADAPTADO DE NAWAR, 1996.

Os flavondides sao subdivididos em 11 classes menores, sendo que as
mais importantes sdo: flavanas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, flavonois e
antocianinas conforme a Figura 3 (HARBORNE, 1994; ALKEMA & SEAGER,
1982). A presenca e a distribuicdo dos flavondides nos vegetais depende de
diversos fatores, como ordem e familia do vegetal, bem como da variacdo das
espécies. Os flavondides sdo formados a partir da combinacéo de derivados
sintetizados da fenilalanina (via metabdlica do &cido chiquimico) e acido acético
(DEGASPARI, WASZCZYNSKY, 2004).

ISOFLAVONAS FLAVONOIS ANTOCIANINAS

FIGURA 3- ESTRUTURA DOS PRINCIPAIS FLAVONOIDES (HARBORNE, 1994; ALKEMA & SEAGER,
1982).

3.1.1.2 Antocianinas

Dentre os compostos fendlicos do grupo dos flavonoides se encontram
as antocianinas (JACQUES, 2011).
As antocianinas sdo pigmentos naturais que Sao responsaveis pela

coloracdo de flores, frutas e vegetais sdo chamados de agentes cromoforos e
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estdo inseridos em trés importantes classes, as porfirinas, os carotenoides e 0s
flavonoides.

As antocianinas pertencem ao grupo dos flavondides, que apresentam
como caracteristicas o nuacleo basico flavilio (cation 2-fenilbenzopirilio)
conforme a Figura 4, que consiste de dois anéis aromaticos unidos por uma
unidade de trés carbonos e condensados por um oxigénio. A molécula de
antocianina é constituida por duas ou trés por¢des: uma aglicona
(antocianidina), um grupo de acucares e, freqientemente, um grupo de acidos
organicos (FRANCIS, 1989).

As antocianidinas (agliconas) séo estruturas basicas das antocianinas e,
gquando s&o encontradas nas formas glicosadas, sdo conhecidas como
antocianinas. A glicolisacdo pode ocorrer em varias posicoes, sendo observada
com maior frequéncia na posicdo 3. (WROLSTAD; DURST; LEE, 2005).
Glicose, ramnose, xilose, galactose, arabinose e frutose sdo os aglcares mais
comumente ligados as antocianidinas, ocorrendo como monoglicosidios,
diglicosidios e triglicosidios glicosilados diretamente na aglicona (MALACRIDA
& MOTTA, 2006).

As antocianinas possuem uma estrutura quimica adequada para a acéo
antioxidante, sendo capaz de doar elétrons ou atomos de hidrogénio para
radicais livres (PRIOR, 2003).

FIGURA 4 - ESTRUTURA DO iON FLA\{I'LIO CARACTERISTICO DAS
ANTOCIANINAS, NA QUAL, R1 E R2 SAO H, OH OU OCHjs;
R3 E UM GLICOSIL OU H; E R4 E OH OU UM GLICOSIL.

A cor de uma determinada antocianina esta relacionada ao niumero de
grupos hidroxila, & natureza e numero de agucares ligados a molécula, a
posicéo dessas ligacbes (Figura 5), a natureza e numero de acidos alifaticos ou

aromaticos esterificados aos agucares na molécula (KONG et al., 2003).
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As antocianinas diferem de outros flavonéides naturais pela variacdo de
cores que podem apresentar e pela habilidade de formar estruturas de
ressonancia por variacdo de pH (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). A
coloracdo das solucbes de antocianinas sofre influéncia do numero de
hidroxilas, grupos metoxilas e glicélicos presentes na estrutura. Quanto maior o

namero de metoxilas, mais intensa é a cor vermelha; enquanto que mais

hidroxilas e grupos glicélicos intensificam a cor azul (ALKEMA, 1982).

Antocianina Grupo R Grupo R’ Grupo R”
Cianidina 3-glicosideo OH H glicose
Cianidina 3-galactosideo OH H galactose
Cianidina 3-rutinosideo OH H rutinose
Delfinidina 3-glicosideo OH OH glicose
Pelargonidina 3-glicosideo H H glicose

Malvidina 3- glicosideo OCH3 OCHs3 glicose
Peonidina 3-glicosideo OCH; H glicose

FIGURA 5 - ESTRUTURA GENERICA DE ALGUMAS ANTOCIANINAS (HARBORNE, J. B.; 1994;
HARBORNE, J. B.; 1967).

Dentre as antocianinas identificadas em amora-preta, incluem-se a
cinaidina-3-glicosideo (SERRAINO et al., 2003), totalizando 80% em termos
quantitativos (SERRAINO et al., 2003), e as demais: cianidina-3-arabinosideo,
cianidina-3-galactosideo, malvidina-3-glicosideo, pelargonidina-3-glicosideo,
cianidina-3-xilosideo, cianidina-3-rutinosideo, cianidina-malonoil-glicosideo
(FAN-CHIANG; WROLSTAD, 2005), cianidina-dioxaloil-glicosideo, peonidina-3-
glicosideo (SEERAM et al., 2006) e malvidina-acetilglicosideo (REYES-
CARMONA et al., 2005).

As antocianinas sdo pouco estaveis, pois alguns tratamentos de
conservacao e armazenamento de alimentos podem levar a degradacao destas
embora possuam grande valor como corantes naturais de alimentos,.
(FRANCIS, 1989).

A principal desvantagem das antocianinas em relagdo aos corantes
sintéticos, deve-se a mudanca de coloracdo decorrente de reac¢des quimicas
dos produtos alimenticios, pois as antocianinas possuem grupos cromaoforos
que sado bastante sensiveis as alteragbes de pH do meio. Durante a
preparacdo dos alimentos, o conteudo de antocianinas pode decrescer em

até 50%, durante a lavagem com agua, devido a sua solubilidade ou pela
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remocdo de por¢cdes dos alimentos que sejam ricas em flavondides
(ANDERSEN, 1998).

A formacdo de produtos marrons ocorre devido a degradagéo térmica,
especialmente na presenca de oxigénio. O oxigénio ou agentes oxidantes
encontrados em alimentos e plantas podem acelerar a degradacdo das
antocianinas (JACKMAN & SMITH, 1992).

A utilizacdo das antocianinas é restrita pela baixa estabilidade em meio
aguoso e pH acima de 2,0, condicdbes bastante comuns durante o
processamento e estocagem dos alimentos pois o pH é um fator de grande
importancia na coloracdo e na estabilidade das antocianinas. Em solucdes
acidas, a antocianina é vermelha, mas aumentando-se o pH a intensidade da
cor diminui. Em pH 1, o cation flavilio (coloracdo vermelha) é a espécie
predominante e contribui para as cores vermelha e roxa (Figura 6 - A). Em
valores de pH entre 2 e 4, as espécies quinoidais azuis sao predominantes
(Figura 6 B-D). Em solucdo alcalina, a cor azul é obtida, porém instavel. Em
valores de pH entre 5 e 6 duas espécies incolores predominam, que sédo a
pseudobase carbinol (Figura 6 - E) e a chalcona (Figura 6 - F),
respectivamente. Em valores de pH maiores que 7, as antocianinas sao
degradadas dependendo de seus grupos substituintes (Figura 6, reacdo de
degradacdo). Existem outros fatores importantes na estabilidade das
antocianinas como a estrutura quimica e concentracdo, a temperatura, a luz, a
presenca de oxigénio, a degradacdo enzimatica e as interacdes com outros
componentes dos alimentos, tais como &cido ascorbico, ions metalicos,
aclcares e copigmentos (MALACRIDA & MOTA, 2006), (CASTANEDA &
OVANDO et al., 2009).
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FIGURA 6 - FORMAS QUilyIICAS DE ANTOCIANINAS DEPENDENDO DO PH DA SOLUGCAOE
REACAO DE DEGRADAGCAO PARA ANTOCIANINAS, ONDE: R1 = H OU SACARIDEO, RZE R3 =H OU
METIL (CASTANEDA-OVANDO ET AL, 2009).

Em pH 3,5 e 5,5, as antocianinas retém a sua coloracéo original, ndo se
transformando em estruturas incolores (como em solugdo), por se auto
associarem em forma de hélice (por meio de atracdes hidrofobicas e ligacdes
de hidrogénio) com o nucleo flavilio de outra, protegendo os grupos cromoforos
da reacédo de hidratacdo (BROUILLARD, 1982).

A copigmentacdo é uma interagdo molecular que acontece, entre as
antocianinas e o copigmento proporcionando eficiente protecdo aos cromoforos
de antocianinas contra o ataque nucleofilico e, especialmente, a hidratacdo e
perda da cor (MALACRIDA & MOTTA, 2006). E um mecanismo de protecio
provavelmente por intermédio de ligacdes de hidrogénio dos grupos fendlicos,

entre a antocianina e moléculas como flavondides ndo antocianicos,
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antocianinas, alcaloides, aminoacidos, acidos organicos e nucleosideos, entre
outros (LEWIS; WALKER; LANCASTER, 1995).

fons metélicos trivalentes tais como AlI* e Fe®" s3o os principais
responsaveis pela complexacdo de antocianinas com metais, pois a forma
estrutural das antocianinas quase planar com extensa deslocalizacéo eletrénica
facilita a formacao de complexos. (HARBORNE, 1994; FRANCIS, 1989).

3.2 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo vem sendo estudada desde a década de 30, onde
foi empregada primeiramente com a técnica denominada pan coating na area
farmacéutica, para obtencdo de particulas maiores de 600 um. (SANTOS;
FERREIRA; GROSSO, 2001).

Em sua primeira aplicacdo comercial, a obtencdo de um produto bem
sucedido ocorreu em 1954 para a producdo de papel cépia sem carbono
lancado pela National Cash Register nos EUA, para ser usado com sucesso
nos boletos bancarios e notas fiscais. Esse papel recebia uma fina camada de
microcapsulas de uma tinta incolor, contendo solucdo de um pigmento
adequado, disperso em particulas com diametro desde 1 até 10 um, e tal
camada era recoberta com um reagente incolor. A pressao da ponta do lapis na
superficie do papel rompia as microcapsulas liberando a tinta incolor, tornando-
se colorida ao entrar em contato com o reagente, devido a mudanca de pH,
produzindo em outra folna uma copia idéntica ao que estava sendo escrito no
primeiro papel (ARSHADY, 1990; RE, 2000).

Os primeiros estudos na area de alimentos foram nos anos 60, com a
microencapsulacdo de 6leos essenciais, visando o controle da liberacdo do
aroma, prevencao da oxidac&o e perda de compostos volateis (RE, 2000).

A encapsulagédo baseia-se na preparacdo de uma emulsdo entre o
composto a ser encapsulado e o agente encapsulante, seguido da secagem da
emulsdo. As microparticulas formadas sdo compostas por um polimero como
material de parede e um material ativo chamado de nucleo. (SANTOS et al.,
2005).

A microencapsulagdo de uma substancia facilita sua manipulagéo,

transporte e adicdo em formulagdes; solucionando limitagcbes no emprego de
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ingredientes alimenticios, suprimindo ou atenuando aromas indesejaveis,
reduzindo a volatilidade e a reatividade; aumentando a estabilidade destes
compostos em condi¢cbes adversas, como na presenca de luz, oxigénio e pH
extremos (TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Entre os métodos de microencapsulacéo existentes existe uma diferenca
bésica que estd no tipo de envolvimento ou aprisionamento do material ativo
pelo agente encapsulante (Figura 7), visto que a combinagao entre o material e
0 agente ativo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica
(SANTOS; FERREIRA; GROSSO, 2001; GIBS et al., 1999; MOZAFARI et al.,
2008; SUAVE et al., 2006), conforme os exemplos citados abaixo:

e Métodos fisicos: spray drying, spray cooling, pulverizacdo em banho
térmico, leito fluidizado, extrusdo, centrifuga com multiplos orificios, co-
cristalizacao e liofilizagéo.

e Métodos quimicos: inclusdo molecular e polimerizacao interfacial.

e Métodos fisico-quimicos: coacervacdo ou separacdo de fases,
emulsificacdo seguida de evaporacdo do solvente, pulverizacdo em

agente formador de reticulacdo e envolvimento lipossémico.
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Tecnologia de encapsulagao llustragao das caracteristicas
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FIGURA 7 - ILUSTRAGCAO DAS CARACTERI'STIEZAS DE ENCAPSULADOS PRODUZIDOS POR
DIFERENTES PROCESSOS DE ENCAPSULACAO (FONTE: FANG & BHANDARI, 2010).

Microcapsulas podem ser definidas como embalagens extremamente
pequenas, compostas por um polimero conhecido como material de parede,
revestimento ou encapsulante e um material ativo chamado de nucleo, fase
interna ou recheio (GHARSALLAQUI et al, 2007). O ingrediente ativo pode ser,
por exemplo, um aditivo alimenticio ou um medicamento (ARSHADY, 1993).

Para serem consideradas microcapsulas, as particulas devem apresentar um
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tamanho entre 0,2 ym e 500 um. Abaixo de 0,2 ym séo consideradas
nanocapsulas e acima de 500 um, macrocapsulas (RE, 1998).

Muitas morfologias podem ser produzidas por encapsulacdo, mas duas
principais morfologias sdo mais comumente vistas: capsulas mononucleares,
as quais tém apenas um nucleo envolto por um revestimento, enquanto que as
outras tem muitos nucleos embutidos numa mesma matriz (Figura 8)
(SCHROOYEN; VAN DER MEER; DE KRUIF, 2001). Seus formatos
especificos em diferentes sistemas sao influenciados por tecnologias de
processo, por seu nucleo e os materiais de revestimento dos quais as capsulas
séo feitas (CHERIEGATE, 2012).

QA) O(B) O(c)
O(D) e@ 0<F>
FIGURA 8 -MODELOS DE MICROCAPSULAS: (A): MATRIZ (MICROESFERA);(B): SIMPLES; (C):

SIMPLES,IRREGULAR; (D): DUAS PAREDES; (E): VARIOS NUCLEOS; (F):AGRUPAMENTO DE
MICROCAPSULAS (ARSHADY, 1993; GIBBS, 1999).

As microparticulas sdo subdivididas em microesferas e microcapsulas,
segundo a sua estrutura (Figura 9). Sdo denominadas microesferas as
particulas compactas constituidas por uma rede polimérica na qual a
substancia ativa se encontra distribuida no seu estado solido ou molecular. Ja
as microcapsulas sdo as particulas constituidas por um nudcleo interno
contendo o agente ativo recoberto por uma camada de polimero de espessura
variavel (BATYCKY et al., 1997; LINHARD,1988).
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microcapsulas microesteras
mononuclear polinuclear heterogenea homogenea
. INCIPIO alivo

Polimero

FIGURA 9 - MODELO DA ESTRUTURA DOS DIFERENTES TIPOS DE MICROPARTICULAS (SILVA ET
AL., 2003).

Através da caracterizacdo morfolégica das microcapsulas é possivel
observar visualmente a ocorréncia da formacdo das microcapsulas, a
integridade das paredes e também a distribuicdo de tamanho e do material
encapsulado (ROSENBERG; TALMON; KOPELMAN,1988).

Os métodos empregados para caracterizacdo das microcapsulas e
também avaliacdo do processo de microencapsulacdo destacam-se: as
microscopias Otica e eletrénica de varredura, que avaliam as estruturas gerais
(externa e interna), a andlise térmica, a cromatografia e 0s métodos
espectroscopicos, que avaliam a composicdo da parede e do recheio, o
comportamento de liberacdo através das mudancas de peso, rendimento e
atividade do encapsulado, entre outros (SANTOS; FERREIRA; GROSSO,
2001).

3.2.1 Coacervacao

O termo coacervacao foi introduzido pela primeira vez na quimica por
Bungenberg de Jong e Kruyt em 1929 para descrever o fendmeno de
agregacdo macromolecular formando um sistema coloidal em que existem
duas fases liquidas: uma rica (coacervado) e a outra pobre em colbides
(sobrenadante) (VILA JATO, 1999). Consiste na deposicdo do polimero ao
redor do agente ativo a ser recoberto pela alteracdo das caracteristicas fisico-
quimicas do meio, tais como a temperatura, a forca ibnica, o pH ou a

polaridade (SUAVE, 2006). O ingrediente a ser encapsulado pode estar
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presente na mistura de polimeros que vai ser coacervada, em uma das fases
poliméricas ou pode ser adicionada durante ou depois da separacdo de fases.
Em todos os casos, deve ser mantida a agitacdo continuamente (HAMESTER
et al., 2006).

A coacervacdo pode ser simples ou complexa. No sistema simples
emprega-se apenas uma substancia como agente encapsulante enquanto que,
na coacervacao complexa, dois polimeros de cargas opostas formam um
complexo soluvel e as microcapsulas sdo formadas pela interacdo interibnica
entre os polimeros.

Dependendo das propriedades fisico-quimicas do polimero que sera
empregado e do material a ser encapsulado pode ser realizada em meio
aguoso ou organico (SUAVE, 2006).

O mecanismo geral da coacervacao por separacdo de fases baseia-se
em trés etapas, realizadas sob agitacdo continua conforme Figura 10 (LEON;
HERBERT; JOSEPH, 1990):

Etapa 1 - Formacéao de trés fases quimicamente imisciveis

Ocorre a formacao de trés fases, uma fase liquida que corresponde ao
veiculo, uma fase do material a ser encapsulado e uma fase do material
encapsulante.

O agente a encapsular é disperso numa solucdo do material
encapsulante (macromolécula), sendo que o solvente do agente encapsulante
é a fase do veiculo liquido;

Etapa 2 — Deposicdo do agente encapsulante

Consiste na deposicdo do agente encapsulante, que se encontra no
estado liquido, sobre o material do nucleo. Esta deposicdo acontece se o0
material encapsulante for adsorvido na interface que se forma entre a
substancia a encapsular e a fase do veiculo liquido, constituindo um pré-
requisito para um revestimento efetivo. A deposicdo continua do material
encapsulante € promovida por uma reducgdo da energia livre interfacial total do
sistema, provocada pela diminuicdo da superficie especifica do material
encapsulante durante a coalescéncia das goticulas liquidas.

Etapa 3 — Solidificacdo do agente encpsulante
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Consiste na solidificacdo do material encapsulante, normalmente por
técnicas térmicas, de cross linking (ligacédo cruzada) ou dessolvatacéo, a fim de
se formar microcapsulas.

As microparticulas formadas podem ser recolhidas por centrifugacéo ou
filtracdo, lavadas com solvente apropriado e a secagem pode ser realizada por
spray drying ou leito fluidizado (WILSON & SHAH, 2007).

(@) (b) (c) (d) (e)

Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

FIGURA 10 - ETAPAS DO PROCESSO DE MICROENCAPSULAGCAO POR COACERVAGAO: (SUAVE
ET AL.,2006). A) DISPERSAO DE MATERIAL DE NUCLEO NUMA SOLUCAO DE POLIMERO DE
REVESTIMENTO; B) SEPARACAO DA SOLUGCAO DE COACERVADO; C)REVESTIMENTO DO
MATERIAL DO NUCLEO POR MICROGOTICULAS DE COACERVADO; D) COALESCENCIA DE
COACERVAGAO PARA FORMAR REVESTIMENTO CONTINUO EM TORNO DAS PARTICULAS DE
NUCLEO.

Durante a coacervacéo simples e complexa pode ocorrer a agregacao
das microparticulas preparadas e isso € um problema importuno comumente
encontrado. O rapido aumento na viscosidade aparente da regido rica em
polimero causa essa indesejavel coesdo e agregacdo de microparticulas
(DONG & BODMEIER, 2006).

3.2.1.1 Coacervacao complexa

A coacervacao complexa pode ser induzida em sistemas onde estéo
dispersos dois coloides hidrofilicos com cargas elétricas opostas. A
neutralizacdo das cargas positivas de um dos colbides pela carga negativa do
outro é utilizada para ocasionar a separacao da fase do complexo coacervado
(SCHERI; MARQUEZ; MARTUCCI, 2003). Essa técnica consiste em uma
separacdo espontanea de fases, pela formagdo de um complexo insolavel
entre dois ou mais polimeros. Para a ocorréncia do fendbmeno, sdo necessarias
duas condicbes essenciais: 0s biopolimeros devem estar juntos em solucéao e
as cargas opostas entre as suas cadeias devem estar em quantidades

estequiométricas.
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Um exemplo de encapsulacdo por coacervacdo em sistemas com dois
coldides hidrofilicos de cargas elétricas opostas é o sistema gelatina-goma
arabica (Figura 11). O processo é conduzido sob continua agitacdo, onde o
material do nucleo é emulsificado em uma das duas solucdes (gelatina ou
goma arabica), e a outra solucdo é entdo adicionada, formando-se assim um
sistema com trés fases. O pH inicial deve ser maior que 5,0 (ponto isoelétrico
da gelatina); assim, ambos tém cargas negativas e se repelem, sendo portanto
misciveis. A gelatina adquire cargas positivas com a diminui¢cao gradual do pH
atée 3,8-4,3, que interagem com as cargas negativas da goma arabica,
formando-se microcipsulas que se depositam em torno das goticulas do
ndcleo. Posteriormente, pode-se promover a formacéo de ligacbes cruzadas do
material com um aldeido, para assegurar maior integridade da cobertura

(KING, 1995; VERSIC, 2004).

Emulsificagio o
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FIGURA 11 - MODELO ESQUEMATICO DE MICROENCAPSULAGAO POR COACERVACAO
COMPLEXA (FONTE: ARAUJO, 2011).

As misturas de solugdes poliméricas podem resultar em dois tipos de
interagcdo: segregativas, nas quais ocorre repulsdo entre as cadeias de
biopolimeros (incompatibilidade) ou associativas, nas quais ocorre atracao
entre os polimeros (complexagcdo) (SCHMITT et al, 1998; KRUIF;
WEINBRECK; VRIES, 2004).
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A precipitacdo dos complexos formados pela coacervacdo ocorre por
interacdes eletrostéticas, a partir da mistura de solu¢cdes de substancias com
cargas opostas. Assim, h4 a formacdo de duas fases distintas: uma rica em
polimeros, que contém o coacervado precipitado, e outra pobre em polimeros,
na qual permanece o solvente da solugao (SCHMITT et al., 1998; WANG et al.,
2000; FITZSIMONS; MULVIHILL; MORRIS, 2008).

As microparticulas coacervadas podem ser secas, para que se estenda
0 seu tempo de estocagem e para sua utilizacdo em produtos desidratados,
utilizando-se os seguintes métodos de secagem: liofilizacdo, secagem em
estufa, remocdo da agua por solventes e secagem em condigcdes ambientes.
Um problema que ocorre € que a maioria destes métodos ndo permite a
obtencdo de particulas individualizadas, interferindo no tamanho do produto
final e nas propriedades de liberagdo do recheio. O uso em spray dryer,
possibilita a obtencdo de particulas individualizadas, mas a baixa resisténcia
fisica da parede compromete a aplicacdo desse processo para a secagem
(THIES, 1995).

3.2.2 Spray Drying

Dentre as técnicas de microencapsulacao, a atomizacao por spray dryer
€ uma das mais utilizadas pela industria de alimentos, e um dos métodos mais
antigos tendo sido utilizado para os primeiros compostos de sabor
encapsulados na década de 1930. Possibilita preservar a bioatividade de
muitos componentes alimentares, sendo uma técnica econdmica, com
disponibilidade de equipamentos e métodos de producéao relativamente baratos
gquando comparados com outros métodos. (DZIEZAK, 1988; SANTOS;
FAVARO-TRINDADE; GROSSO, 2005).

A encapsulagcdo conduzida em um Spray Dryer envolve as etapas
basicas: preparacdo da dispersdo ou emulsdo a ser processada;
homogeneizagao da disperséo; e, finalmente a atomizagcao da massa dentro da
camara de secagem (RISCH; REINECCIUS, 1995; BARROS; STRIGHETA,
2006).

O principio da técnica consiste em pulverizar o produto em finas gotas

formando uma névoa que entra em contato com uma corrente de ar quente
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(120 a 250 °C em alimentos agroindustriais) que atua por sua vez como fluido
aquecedor e como veiculo transportador de umidade. A evaporacéo transforma
as gotas liquidas em particulas solidas que sao separadas mediante um ciclone
primario que se forma na saida da camara de secagem. Mediante uma
ventilacdo de aspiracdo apropriada, um ciclone secundario recupera as
particulas mais finas que tendem a permanecer em suspensdo no recinto de
secagem, conforme Figura 12 (MAFART, 1994).

ESTAGIO 1
alimentacdo

atomizacéo

ar —b—l— —7
R -
ESTAGIO 2 :

contato ESTAGIO 4
Produto. T
recuperacio e ar

Camara de limpo.
secagem
—v 4‘

ESTAGIO 3

evaporagao

D

ciclone

L 4

produto

FIGURA 12 — ESQUEMA DE FUNCIONAMENTO DE UM “SPRAY DRYER’. FONTE: ( MASTERS,
1979).

3.3. MATERIAIS ENCAPSULANTES MAIS UTILIZADOS

A natureza do material encapsulante € um dos principais fatores que
influenciam a estabilidade dos compostos encapsulados (ROSENBERG, 1990).
A escolha do material a ser utilizado deve levar em consideracdo uma série de
fatores, tais como: propriedades fisicas e quimicas do nucleo (porosidade,
solubilidade etc.) e do material de parede (viscosidade, propriedades
mecanicas, transicdo vitrea, capacidade de formacdo de filme, etc.),

compatibilidade do nucleo com o material de parede, fatores econdmicos
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(BRAZEL, 1999), a néo reatividade com o0 nucleo, o processo utilizado para a
formacdo da microcapsula e o mecanismo de liberacdo ideal (REINECCIUS,
1988).

Uma boa matriz encapsulante deve apresentar alguns requisitos: facil
manipulacdo durante o processo; baixa higroscopicidade, para facilitar a
manipulagéo e evitar aglomeragéo; baixa viscosidade a altas concentragdes de
sélidos; habilildade para dispersar ou emulsificar e estabilizar o material do
ndcleo; ndo reatividade com o nucleo; boas propriedades de formacao de filme;
liberacdo completa do solvente ou outros materiais utilizados durante o
processo de encapsulacdo; maxima protecdo ao nucleo contra condicdes
adversas, como luz, pH e oxigénio; solubilidade em solventes comumente
utilizados; facil reconstituicdo; auséncia de sabor ou odor desagradavel e baixo
custo. Na pratica, € comum a utilizacdo de misturas de materiais, como um sé
composto ndo encerra em si todas essas propriedades (SPARKS, 1981;
TRUBIANO & LACOURSE, 1988; SHAHIDI & HAN, 1993).

Para atuar como emulsificante, um composto deve conter grupamentos
hidrofilicos e hidrofébicos; quanto maior a capacidade emulsificante do
encapsulante, melhor a retencdo de compostos. (TRINDADE; PINHO; ROCHA,
2008).

Os materiais encapsulantes mais utilizados compreendem (SHAHIDI &
HAN, 1993):

e Carboidratos: amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose;

e Celulose: carboximetilcelulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose;

e Gomas: goma ardbica, guar, alginato de sédio, carragena,

e Lipideos: cera, parafina, triestearina, acido estearico, mono e
diglicerideos, 6leos e gorduras hidrogenadas;

e Proteinas: gluten, caseina, isolado protéico de soro de leite (WPI),
gelatina e albumina, e algumas fontes alternativas como a quitosana.

Na coacervacdo complexa, os biopolimeros mais indicados séo aqueles
gue apresentam propriedades coloidais hidrofilicas, densidades de cargas
adequadas e cadeias lineares. Alguns polimeros possiveis de serem utilizados
sdo: gelatinas, alginatos, albuminas, caseina, agar, gomas e pectinas (THIES,
1995; JACOBS & MASON, 2003). O mais comumente utilizados sdo as
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misturas de proteinas e polissacarideos anionicos. Diversos sistemas de
materiais de parede j& foram avaliados no processo de coacervacao complexa,
mas o mais estudado e compreendido € o sistema gelatina-goma arabica
(GOUIN, 2004; QV; ZENG; ZIANG, 2001). Enquanto o valor de pH € mantido
acima de 6, estes materiais sdo misciveis entre si, no entanto, quando o pH é
reduzido abaixo do ponto isoeléctrico da gelatina, a carga liquida na gelatina
torna-se negativa e, interage com a goma arabica carregada positivamente
(BURGUNDY, 2011).

As gomas geralmente podem ser definidas como moléculas de alta
massa molecular com caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas que,
usualmente, possuem propriedades coloidais, capacidade de produzir géis ou
solucdes viscosas e sao baseadas em caracteristicas fisicas e na origem dos
materiais em questdo (PASQUEL, 2001). As gomas sao utilizadas na industria
de alimentos como espessantes e estabilizantes, para suspender particulas e
impedir a formacao de cristais de gelo. S&o inertes em termos nutricionais, e a
grande maioria € composta de carboidratos naturais (goma guar, goma
ardbica) ou ainda dos modificados quimicamente (carboximetilcelulose)
(OLIVEIRA et al., 2006).

As gomas de sementes permitidas em alimentos sdo as chamadas
galactomananas e apresentam uma cadeia principal formada por manoses e
cadeias laterais de galactoses, responsaveis pela solubilidade dos polimeros.
Estes polimeros sédo pouco afetados pela acidez, em decorréncia da auséncia
de cargas com baixos valores do pH.

3.3.1 Goma Arabica

A goma arabica é extraida a partir do exudado de arvores de Acacia, e €
uma goma neutra ou levemente acida. Apresenta alta solubilidade em agua e
baixa viscosidade em solucdo, que reduz na presenca de um eletrélito e em
pHs extremos. Pode ser utilizada em solugdo com a concentracdo de até 50%,
sendo que acima dessa concentracdo a dispersao apresenta caracteristicas de
gel (BE MILLER; WHISTLER, 1996).

Gracas a sua solubilidade, baixa viscosidade, boas propriedades

emulsificantes, sabor suave e alta estabilidade oxidativa conferida ao nucleo, A
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goma arabica é considerada historicamente como um material encapsulante
por exceléncia. (KENYON, 1995; REINECCIUS, 1988; THEVENT, 1995).

A goma ardbica é constituida principalmente por arabina, mistura
complexa de sais de calcio, magnésio e potassio do acido arabico. Este acido &
um polissacarideo que produz L-arabinose, D-galactose, acido D-glucordnico e
L-ramnose, apos hidrélise. As unidades de D-galactopiranose em ligacdo 1,3
formam a cadeia estrutural da molécula, e algumas das unidades de D-
galactopiranose contém cadeias laterais na posicdo C-6, constituidas por duas
unidades de D-galactopiranose em ligacdo 1,6 terminadas por uma unidade de
acido glucurénico em ligacdo 1,6. A goma arabica contém 12% a 15% de 4gua
e varias enzimas ocluidas (oxidases, peroxidases e pectinases) que podem
causar problemas em algumas formulacdes. A goma arabica € composta de
duas fracdes: a primeira composta de polissacarideos, 0s quais apresentam
pouco ou nenhum material nitrogenado (70% da composicdo da goma) e a
segunda fracdo composta de moléculas de elevado peso molecular e proteinas
integrantes da estrutura. A goma arabica dissolve prontamente em agua,
gerando solucdes claras que variam da coloracdo amarelo muito palido para
laranja dourado, e com um pH de aproximadamente 4,5. A estrutura altamente
ramificada da goma de Acécia senegal da origem as moléculas compactas,
com volume hidrodindmico relativamente pequeno e, consequentemente, as
solucbes de goma tornam-se viscosas somente a altas concentracdes
(VOGLER, 2011).
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FIGURA 13. ESTRUTURA QUIMICA DA GOMA ARABICA. FONTE: GUILHERME, 20086.
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Uma caracteristica funcional da goma arabica é sua habilidade de agir
como um emulsificante para 6leos essenciais e aromas. Os componentes de
alta massa molecular ricos em proteinas séo adsorvidos preferencialmente na
superficie das gotas de Oleos. As cadeias de polipeptidios hidrofobicos
adsorvem e ancoram as moléculas na superficie, enquanto que os blocos de
carboidrato inibem a floculagdo e coalescéncia por fenbmeno de repulsdo
eletrostatica e estérica (VOGLER, 2011a).

JA que somente parte da goma €é envolvida no processo de
emulsificacdo, a concentracdo necessaria para produzir uma emulsdo € muito
mais alta do que para proteinas puras. Para produzir uma emulsdo de 20% de
Oleo de laranja, por exemplo, € necesséria uma concentracdo de cerca de
aproximadamente 12% de goma arabica. Uma vez formadas, as emulsGes
podem permanecer estaveis por longos periodos de tempo (varios meses),
sem evidéncia de ocorrer coalescéncia. O aquecimento prolongado de
solugdes de goma arabica leva a precipitacdo dos componentes proteinaceos
fora da solucédo, influenciando assim as propriedades de emulsificacdo da
goma (VOGLER, 2011a).

3.3.2 Maltodextrina

A maltodextrina, [(Cs Hi2 Os)n H,O], € um polimero sacarideo nutritivo,
tem dextrose equivalente menor que 20, ndo doce que consiste de unidades D-
glicose ligadas por cadeia a 1-4 e que (REINECCIUS et al.,1998).

A maltodextrina possui uma meédia de 5 a 10 unidades de
glicose/molécula. O processo utilizado e a natureza do amido a ser hidrolisado
possuem bastante influéncia na composicdo e propriedade do produto final
(ROBIN et al., 1974).

Apresenta-se como po branco ou solucédo concentrada, formada pela
hidrélise parcial do amido de milho com &acidos e/ou enzimas. Nao possui
propriedade emulsificante (hidrofilica e lipofilica), por isso deve ser usada
combinada com amidos modificados para estabilizar emulsdes. Na
encapsulacdo forma uma pelicula protegendo o material volatii e mostra
retencdo na faixa de 65 a 80% do material e tem efeito antioxidante (ASCHERI;
MARQUEZ; MARTUCCI, 2003).
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As maltodextrinas tém sido estudadas como possiveis substitutos para a
goma arabica em emuls@es atomizadas, devido a sua baixa viscosidade a altas
concentragdes (MULLER, 2011).

3.3.3 Gelatina

A gelatina € uma proteina derivada da hidrdlise parcial do colageno, que
€ 0 principal constituinte de peles de animais, 0ssos, tendfes e tecido
conectivo. E composta por 18 aminoacidos diferentes que estdo unidos por
ligacbes peptidicas na formagédo da molécula de gelatina, cujo peso molecular
médio varia entre 20.000 a 250.000, dependendo do grau de hidrdlise do
colageno (VOGLER, 2011b).

As gelatinas comestiveis disponiveis comercialmente possuem em sua
composicdo 84% a 90% de proteina; 2% a 4% sais minerais; e 8% a 12%
agua. Nao contém carboidratos, gorduras, colesterol ou purina e séo livres de
qualquer tipo de conservantes. A gelatina, como todas as proteinas, é
composta de L-aminoacidos unidos por ligacdes peptidicas. (VOGLER, 2011b).

O contedudo em aminoacidos da gelatina €, de cerca de 27% de glicina,
16% de prolina e 14% de hidroxiprolina; os 43% restantes sdo compostos por
outros 17 aminoacidos. Esses numeros podem apresentar variacdes. A
gelatina apresenta um teor particularmente alto em aminoacidos bésicos e
acidos. Dos aminoacidos &cidos (&cidos aspéartico e glutamico), cerca de 1/3
esta presente na formacdo amida, como glutamina e asparagina. A cisteina,
bem como o triptofano sdo totalmente ausentes; dos aminoacidos contendo
enxofre, somente a metionina estd presente em quantidade muito baixa
(VOGLER, 2011b).

A ligacdo peptidica é obtida pela eliminagdo de agua, condensando um
grupo carboxila de um aminoacido com o grupo amina de outro aminoacido. O
dipeptideo obtido possui um grupo -NH2- livre e um grupo -COOH-; a
condensacao pode ser repetida varias vezes, levando a cadeias polipeptidicas
que formam macromoléculas, chamadas de proteinas. Assim, a gelatina &
constituida de vérias cadeias polipeptidicas, as quais podem ser livres ou

ligadas entre si. A gelatina tem a capacidade de estabilizar superficies através
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da formacdo de filme, sendo um efeito importante para proteger uma fase
dispersa em um determinado meio. Estes efeitos sdo muito Uteis para a
producdo e estabilizacdo de espumas e emulsdes. A gelatina pode ajudar a

reduzir a tensao superficial de sistemas aquosos (VOGLER, 2011b).

3.4. ANALISES TERMICAS

As analises térmicas abrangem um grupo de técnicas na qual uma
propriedade fisica da substancia é avaliada em funcdo da temperatura,
enquanto a mesma € submetida a um sistema controlado de aquecimento ou
de resfriamento. Estas técnicas séo principalmente utilizadas para confirmar a
encapsulacdo por serem relativamente simples e demandarem pouco tempo.
As mais utilizadas para avaliar a formacdo das capsulas sdo a calorimetria
diferencial de varredura (DSC) e analise termogravimétrica (TG). (TAKAHASHI,
2009).

3.4.1.Termogravimetria (TG) e Analise Termica Diferencial (DTG)

A termogravimetria trata-se de um sistema capaz de medir
continuamente a massa de um material enquanto este € submetido a uma
programacao controlada de temperatura. E empregado para avaliar mudancas
de massa permitindo determinacbes especificas, bem como analisar a
decomposicao térmica das amostras (GIRON, 2002). E uma técnica que se usa
para avaliar a estabilidade térmica das microparticulas, que avalia a perda de
massa continua devido a temperatura, que aumenta de forma controlada. Esta
perda de massa relaciona-se com a estrutura molecular, surgindo devido a
evaporacdo da mistura residual, quando a temperatura é baixa, ou a
deterioracédo do polimero, quando a temperatura € elevada. A perda de massa
traduz-se em uma alteracdo na composicdo que € caracteristica de cada
polimero. Os resultados de massa perdida sédo obtidos de um termograma em
funcdo da temperatura (CORDEIRO, 2007).

A termogravimetria (TG) permite conhecer detalhadamente as alteracdes
que o0 aquecimento pode causar na massa das substancias, como

modificagdes da estrutura molecular e ainda estabelecer a faixa de temperatura
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em que as mesmas sofrem processos de decomposicdo (CARVALHO FILHO,
2000; CEREDA & VILPOUX, 2003).

A termogravimetria derivada (DTG) é um recurso matematico que
fornece a derivada primeira da curva TG em funcdo do tempo ou da
temperatura. O registro € a curva termogravimeétrica derivada ou curva DTG. A
area dos picos sob a curva DTG é proporcional & perda de massa naquele
evento térmico (WENDLANT, 1986).

Ja a analise térmica diferencial (DTA), geralmente plotada em conjunto
com a curva TG, é uma técnica de medicdo continua das temperaturas da
amostra e de um material de referéncia termicamente inerte, a medida que
ambos vao sendo aquecidos ou resfriados em um forno. Estas medi¢Oes de
temperatura sao diferenciais, pois registra-se a diferenca entre a temperatura
da referéncia e a da amostra, em funcdo da temperatura ou do tempo, dado
que o0 aquecimento ou resfriamento sdo sempre feitos em ritmo linear
(IONASHIRO, 2005).

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAL

A polpa de amora-preta utilizada nos experimentos foi proveniente da
regido de Palmas - PR (safra 2012/2013), preparada a partir da extracdo da
polpa de fruta integral organica, sem adicdo de agua. A fruta integral, foi
adquirida congelada, em embalagens de 1Kg diretamente do produtor.

Na coacervacdo foram utilizados gelatina incolor Neilar e goma arabica
Gastronomy Lab, como agentes encapsulantes; acido cloridrico 0,5 M como
acidulantes e carbonato de calcio (CaCO,) para corrigir o pH.

Na microencapsulacédo por spray dryer, foi utilizada maltodextrina 10D

Corn Products, como agente carreador.
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4.2. METODOS

4.2.1 Obtencéo da polpa de amora-preta

A polpa de amora foi preparada submentendo-se a fruta previamente
descongelada em mixer industrial para a extracao da polpa, sendo em seguida
filtrada para a retirada das sementes e residuos e posteriormente armazenada
sob temperatura de congelamento em freezer em recipientes de vidro com

tampa.

4.2.2 Caracterizacdo da polpa de amora preta

4.2.2.1 pH e concentracdo de Sdlidos soluveis

Foi realizado a determinagcdo do pH do suco de amora-preta em
pHgémetro da marca Tecnal, e obteve-se o valor de 3,4 + 0,2. Para a
determinacdo da concentracdo de solidos soluveis (°Brix) foi utilizado um

refratbmetro manual e obteve-se o resultado de 8,5 ° Brix.

4.2.2.2 Determinacao de compostos fendlicos totais

A determinacgdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada pelo
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau utilizando &cido galico como
padrdao de referéncia. Este método envolve a oxidacdo dos fendis pelo
reagente de Folin-Ciocalteau, que é uma solucdo de ions complexos
poliméricos formados a partir de heteropolidcidos fosfomolibdicos e
fosfotungsticos. Esse reagente oxida os fenolatos, reduzindo os acidos a um
complexo azul Mo-W (SINGLETON, JOSEPH, ROSSI, 1965). A leitura foi
realizada a 740 nm em espectrofotdmetro.

A polpa de amora foi diluida na proporcdo 1:100 em etanol. Uma
aliquota de 0,5 mL da amostra diluente foi transferida para um tubo com tampa
de rosca e adicionado 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido em agua
destilada 1:10. Esses reagentes ficaram em repouso por 5 minutos onde foi

adicionado 2 mL de carbonato de so6dio 4%. Os tubos foram deixados em
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repouso por 2 horas ao abrigo da luz. Apds as duas horas de repouso, foram
feitas as leituras em espectrofotdbmetro a 740 nm. Uma amostra em branco foi
conduzida nas mesmas condicfes e foi construida uma curva analitica com
solugdes de 150 ppm, 125 ppm, 100 ppm, 75 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm, 5
ppm e 2,5 ppm de &cido galico. Os resultados foram expressos em mg acido
galico/g de polpa de amora. (MINUSSI et al., 2003; KROYER & HEGEDUS,
2001).

4.2.2.3 Caracterizacdo do potencial antioxidante in vitro da polpa de
amora-preta

O potencial antioxidante de frutas e hortalicas pode ser medido in vitro
por diversos métodos. Ndo ha um método que possa avaliar satisfatoriamente
a atividade antioxidante total de uma amostra, jA que existem diversos
mecanismos antioxidantes como o sequestro de radicais, a habilidade redutora,
a complexacédo de ions metélicos, entre outros. H& dificuldades na comparacgao
dos métodos por causa da complexidade e principios diferentes das reacdes.
Alguns métodos produzem resultados diferentes ou mesmo contraditorios,
tornado-se impossivel qualquer comparacdo entre eles. Ao se analisar o
potencial antioxidante in vitro de um alimento recomenda-se a aplicacdo de
mais de um método (VEDANA, 2008; OU et al, 2002; ALONSO et al, 2002;
CAPOCASA et al, 2008; ARUOMA, 2003).

4.2.2.3.1 Determinacdo da atividade antioxidante total pelo método de
reducédo do ferro (FRAP)

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder
Antioxidante de Reducé&o do Ferro, pode ser aplicado para estudos da atividade
antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, e também, para o estudo da
eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis
aqueles obtidos com outras metodologias mais complexas (PULIDO, BRAVO,
SAURA-CALIXTO, 2000).

O ensaio do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) esta baseado na

capacidade de um antioxidante em reduzir o Fe** em Fe®". A reac&o ocorre
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pela formagcdo de um complexo 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ) com o
Fe®" de cor amarelada. Na presenca de um antioxidante o ferro presente é
reduzido a Fe?*, com a formacédo do composto [Fe*'TPTZ,]*" de cor azul
escura, com uma absorcdo maxima a 593nm (HUANG; OU; PRIOR, 2005).

A interpretacdo dos resultados da capacidade antioxidante pelo teste
FRAP depende da coloracdo azul escura produzida apds a redugcdo do ion
ferro de Fe™ a Fe*?, devido a presenca de compostos antioxidantes nas
amostras avaliadas. Quanto maior a capacidade antioxidante dos compostos
encontrados nas matrizes alimentares estudadas, maior sera a reducéo do ion
ferro e, portanto, maior a coloracdo azul produzida e identificada pelo
espectrofotometro.

A partir da solugao padrao de sulfato ferroso (2.000 uM), preparou-se
uma curva de calibracdo. Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota de
90 uL de cada solugao de sulfato ferroso (500 yM, 1.000 uM, 1.500 uM e 2.000
MM) para tubos de ensaio, acrescentou-se 270 pyL de agua destilada e
misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP, homogeneizou-se em agitador de
tubos e manteve-se em banho-maria a 37 °C. Realizou-se a leitura (595 nm)
apos 30 minutos da mistura e utilizou-se o reagente FRAP como branco para
calibrar o espectrofotdmetro.

Foi plotado em planilha as concentracGes de sulfato ferroso (mM) no
eixo X e as respectivas absorbancias no eixo Y e ajustou-se a equacao da reta.

A partir da equacédo da reta, calculou-se a absorbancia referente a 1000
mM de sulfato ferroso (PULIDO et al., 2000), de acordo com a Equacéo 1:

y=ax+bh (Eq. 1)

Onde,
x =1.000 pM de sulfato ferroso
y = Absorbancia correspondente a 1.000 uM de sulfato ferroso

Em ambiente escuro, transferiu-se uma aliquota da polpa de amora
diluida (1:100) e 3 mL do reagente FRAP. Homogeneizou-se e manteve-se em
banho-maria a 37 °C por 30 minutos. Apés esse tempo, realizou-se a leitura em
595 nm. Foi utilizado o reagente FRAP como branco para calibrar o

espectrofotometro.



44

4.2.2.3.2 Determinacao de atividade antioxidante — ABTS

O método ABTS determina a atividade antioxidante total pela captura do
radical livre ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfénico)), e tem
sido amplamente utilizado na avaliacéo da atividade antioxidante em alimentos
e bebidas, devido a sua aplicabilidade na fase aquosa. A atividade antioxidante
de produtos naturais é determinada pela descoloracdo do ABTS, medindo-se a
reducado do radical a uma absorbancia de 734 nm. A absorbancia da reacéao da
mistura de ABTS e um antioxidante é comparada com atividade do antioxidante
sintético trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) (padrao),
e o0s resultados sao expressos em pmol de Trolox/g de amostra (atividade
antioxidante equivalente ao Trolox)

A capacidade de sequestrar o radical (2,2-azino-bis-(3-etil-
benzotiazolina-6-acido sulfénico)) ABTS, foi determinada segundo o método de
Re et al, (1999).

O radical ABTS", foi gerado a partir da reacdo da solucdo aquosa de
ABTS (7 pMol) com 2,45 mM de persulfato de potassio. Esta solucdo foi
mantida ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 16 horas e em seguida
diluida em etanol até obter, em comprimento de onda 734 nm, uma medida de
absorbancia de 0,7+ 0,05.

Preparou-se uma curva padrdo de Trolox, adicionando-se diferentes
concentracdes de fendlicos totais a solucdo do ABTS, atingindo concentragao
final de 0,25; 1,00 e 1,75 mg de fendlicos totais, e a absorbancia registrada em
comprimento de onda de 734 nm apds 6 min em espectofotébmetro (Shimadzu —
UV - 1650 PC). Com os valores obtidos fez-se o gréfico plotando as
absorbéancias obtidas com as solucdes de Trolox no eixo X e no eixo Y as
concentracdes de Trolox em umol para obter o0 R? e a equacéo do gréafico que
sera utilizada para calcular a quantidade de pMol de Trolox/g de amostra. A
capacidade antioxidante da amostra foi calculada em relacdo a atividade do
antioxidante  sintético  Trolox  (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido
carboxilico), nas mesmas condi¢cdes, e os resultados foram expressos em

capacidade antioxidante equivalente ao Trolox.( pMol TEACg™ de polpa).
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4.2.2.3.3 Determinagao Atividade antioxidante pelo sistema -caroteno/
acido linoleico

A medida da atividade antioxidante pelo sistema [-caroteno/acido
linoleico foi determinada segundo metodologia descrita por Ahn et al. (2004).
Em triplicata, aliquotas de 300 uL da amostra foram adicionadas a 3 mL da
emulsdo [B-caroteno/acido linoleico, preparada previamente, e a solucéo foi
incubada em banho-maria a 50 °C, para reacdo de oxidacdo. A oxidacao foi
monitorada em espectrofotdmetro a 470 nm, com leituras realizadas no tempo
inicial e em intervalos de 20 min, até o tempo final de 100 minutos, utilizando
etanol como branco. Para a amostra controle, foi utilizado 300 uL de etanol
80% juntamente com 3mL da emulsdo. A atividade antioxidante foi expressa
pela porcentagem de inibicdo relativa em relagdo ao controle depois de 100
min de incubacéo, usando a Equacéo (2):

%AA = (DRc - DRs) / DRc X 100 (Eq. 2)

onde %AA representa a porcentagem de atividade antioxidante, DR¢ a taxa de
degradacédo da amostra controle (=In(a/b)/100); DRs a taxa de degradacédo da
substancia teste (=In(a/b)/100); a absorbancia inicial no tempo 0 e b a

absorbancia depois de 100 minutos.

4.2.2.3.4 Atividade antioxidante pelo método do radical DPPH’

A medida da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH foi realizada segundo metodologia descrita por Brand-Williams et al.
(1995), com algumas modificagbes. A mistura de reacdo foi constituida pela
adicao de 0,5 mL da polpa de amora, 3,0 mL de etanol absoluto e 0,3 mL da
solucéo do radical DPPH 0,5 mmol.L™ em etanol. Em paralelo foram realizadas
amostras em branco com adicdo de etanol em substituicdo a solu¢do de DPPH,
para que, assim, pudesse ser descontada uma possivel coloracdo que venha a
influenciar na interpretacdo dos resultados. Foram realizadas em conjunto,

amostras controle contendo 3,5 mL de etanol e 0,3 mL de solug&o do radical
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DPPH. Foi realizada curva padrdo com o antioxidante sintético Trolox e 0s

resultados foram expressos mmol de Trolox.g™* de amostra.

4.2.2.4 Determinacao do teor de antocianinas

Para a determinacdo do teor de antocianinas da polpa de amora, foi
utilizado o método do pH diferencial proposto pela AOAC (2005), onde as
mudancas de coloracdes sdo quantificadas por colorimetria, através de
diferencas de absorbancias em espectrofotometro. Os pigmentos das
antocianinas mudam de cor em pH 1,0 e 4,5, sendo a forma de oxdnio colorido
(pH 1,0) e o0 hemiacetal descolorido (pH 4,5).

A absorbancia foi medida em espectrofotémetro (Pro-analise UV-1600),
em 510 nm e 700 nm. Para esse meétodo faz-se a preparacdo de duas
solugdes, cloreto de potassio (KCI) a 0,025 mol/L e pH corrigido para 1,0 com
acido cloridrico, e, acetato de sédio (CH3COONa) a 0,4 mol/Le pH corrigido
para 4,5 com acido cloridrico (HCI).

As amostras foram diluidas na propor¢édo 1:5 (600 pL de amostra para
2400 pL de solucdo tampéo), a diluicdo foi realizada em um tubo de ensaio e
para o branco foi utilizado agua destilada.

Procederam-se as andlises transferindo 0,5 mL de polpa de amora, na
diluicdo 1:10 para tubo de ensaio contendo 2 mL de solucdo tampéo cloreto de
potassio (pH 1,0) e uma aliquota de 0,5 mL da amostra, para tubo de ensaio
contendo 2,0 mL de solucao tampéao acetato de sédio (pH 4,5). Aguardou-se 20
minutos e realizou-se a leitura das amostras dos dois tampdes nos
comprimentos de onda 520 e 700 nm em espectrofotbmetro zerado com agua
destilada.

Expressaram-se o resultados em miligramas de cianidina-3-glucosideo
por litro de amostra (mg cianidina-3-glucosideo/L), conforme equacao abaixo:

A= AT_x(10% x PM x df) (Eq. 3)

€

AT= (A 520nm — A 700nm) pH 1,0-(A 520nm — A 700nm) pH 4,5 (Eq. 4)

onde:
PM= 449,2 g/mol (massa molar da cianidina-3 glucosideo)
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df= fator de diluicéo
€= 26900L'mol.(absortividade molar da cianidina-3-glucosideo)
A= 1 cm(comprimento caminho Optico da cubeta)

4.2.3. Microencapsulacao da polpa de amora-preta
4.2.3.1 Formacao das microcipsulas por coacervagao

A polpa de amora foi submetida a microencapsulacdo por coacervacao,
utilizando-se gelatina e goma arabica como agentes encapsulantes. Esses
encapsulantes foram utilizados de forma combinada em diferentes proporgoes,
a fim de determinar a propor¢cdo em que ocorresse a separacao de fases no
teste de gelificacao.

Para realizar o teste de gelificacéo, foi testado varias concentracfes de
gelatina e de goma arabica na formulagcédo, de acordo com a Tabela 2. Neste
caso, 0s ensaios foram realizados por um delineamento experimental Box-
Behnken do tipo 3%**, totalizando 9 ensaios.

Foi avaliado de maneira qualitativa entre nao gelificou, gelificou
parcialmente, separacdo de fases, gelificacao total e foi atribuido pesos para
cada resultado obtido respectivamente.

Tabela 2 — Fatores utilizados no delineamento experimental

(-1) 0 (+1)
Fatores Gelatina 2% 4% 6%
Goma arabica 5% 7,5% 10%

As dispersdes da polpa com o material encapsulante foram
homogeneizadas por meio de um agitador de bancada por aproximadamente 5
minutos em velocidade maxima.

A gelatina foi dissolvida em agua destilada, com formacao de um "sol” e
entdo aquecida a 40 °C para solubilizar, a seguir foi emulsionada com a polpa
de amora na proporcédo de 1:1 em agitador de bancada na velocidade maxima.

Foi utilizado carbonato de calcio (CaCO,) para aumentar o pH na

solucdo de gelatina e polpa de amora até 5,0. Observou-se que ao adicionar o
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carbonato de calcio (CaCO,), a coloracdo do suco mudou de avermelhada para
arroxeada, devido & mudanca de pH ocorrida.

A mistura foi ent&o adicionado aproximadamente 1 parte de solucéo de
goma arabica previamente hidratada. A goma arabica utilizada foi lentamente
incorporada a emulséo, com auxilio de um agitador de bancada para promover

uma melhor ades&o do material conforme Figura 14.

FIGURA 14 - EMULSAO (POLPA DE AMORA, GELATINA E GOMA ARABICA).

Para promover a coacervag¢ao, o pH foi reduzido até 4,0 com &acido
cloridrico 0,5 M, a temperatura de 40 °C. (ARAUJO, 2011).

A medida que o pH foi sendo reduzido formaram-se microcapsulas de
material coacervado de gelatina carregada positivamente e goma ardbica
carregada negativamente depositando em torno das goticulas.

O material foi mantido em refrigerador, a aproximadamente 12 °C por 24
horas em repouso, para promover a decantacdo e ocorrer a separacdo de
fases, conforme Figurals.

A proporcao de gelatina combinada com a goma arébica em que ocorreu

a separacao de fases foi gelatina 4% e goma arébica 10%.
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FIGURA 15 MATERIAL COACERVADO ANTES DE REPOUSO A) E MATERIAL COACERVADO APOS
REPOUSO B).

Apbs a separacdo de fases, o material foi submetido a centrifugacéo, a
2000 rpm por 7 minutos para separar as microcapsulas, conforme Figura 16, e
descartar o sobrenadante. Em seguida o material resultante foi congelado e

apo6s 12 horas desidratado em liofilizador apresentado na Figura 17.

FIGURA 16 - MATERIAL COACERVADO APOS CENTRIFUGAGAO.
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FIGURA 17- LIOFILIZADOR UTILIZADO NA SECAGEM DAS AMOSTRAS MICROENCAPSULADAS
POR COACERVACAO

4.2.3.2 Microencapsulacao por spray dryer

No experimento realizado para microencapsulacado da polpa de amora-
preta por spray dryer, a polpa de amora foi filtrada em peneira de 425 nm para
uniformizar as particulas. O teor de sélidos solUveis resultou em 8° Brix.

O preparo da mistura a ser encapsulada consistiu em diluir 60 g de
maltodextrina a 120 mL de 4gua destilada quente sob continua agitacdo, por
aproximadamente 2 min, em agitador de bancada, a 4800 rpm/min por 3 min
para que a maltodextrina se dissolvesse na agua, conforme Figura 18.

Apbs resfriar, a solucao foi levada a agitagdo constante a 4000 rpm e,
em seguida, foi adicionado a mistura 750 g de polpa de amora lentamente,
permanecendo em constante agitacdo por 5 min conforme Figura 19. Obteve-

se na mistura final um teor de sélidos sollveis de 12%.
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FIGURA 18- SOLUGAO MALTODEXTRINA

FIGURA 19 — EMULSAO (POLPA DE AMORA E MALTODEXTRINA)

Em seguida, a atomizacdo foi conduzida e as microcapsulas foram
obtidas em secador por atomizacéo, spray dryer de bancada modelo MSD 1.0,
da marca LABMAQ do Brasil, com bico atomizador de 1,0 mm de diametro,
com vazdo maxima de 1L.h™ conforme Figura 20.

Foi utilizada uma média das condigcbes consideradas O6timas de
operacao, a 151 °C do ar de secagem de entrada e 90 °C de saida do secador,
fluxo de ar comprimido de 50 L.min™, fluxo de ar de secagem de 3,6 m3.min* e

vazao de alimentacdo de 0,60 L.h™.
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FIGURA 20— SPRAY-DRYER UTILIZADO PARA A MICROENCAPSULAGAO DA POLPA DE AMORA.

Tonon (2009) realizou a microencapsulacéo por spray dryer de suco de
acai e verificou a influéncia da temperatura do ar de secagem sobre a
manutencdo das antocianinas presentes no suco. Os melhores resultados
foram obtidos entre as temperaturas de entrada entre 138 °C e 170 °C e saida
de 83 °C e 97 °C respectivamente, obtendo-se valores de antocianinas de 83%
para entrada de 138 °C, e, 97% para entrada de 170 °C.

Neste experimento, utilizamos uma média das condi¢cdes de pesquisa do
acai por acreditarmos ser parecidos e verificamos as quantidades de
antocianinas obtidas. Outros estudos podem ser utilizados para a otimizacao

do processo.

4.3 Eficiéncia da encapsulacéo (%)

A eficiéncia da encapsulacdo define a quantidade de substancia retida
no interior das microesferas e depende, entre outros fatores, da afinidade entre
0 material de parede e a substancia microencapsulada. Foi considerada como
eficiéncia de encapsulacdo a relacdo existente entre a quantidade de

compostos fendlicos ndo encapsulados pelo método do spray dryer, presentes
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na superficie das microparticulas, e o total de compostos fendlicos que foram
microencapsulados.

O experimento para eficiéncia da encapsulagéo foi dividido em duas
etapas, sendo a primeira a de extracdo dos compostos fenélicos que nao foram
microencapsulados, e a segunda etapa a ruptura das microparticulas, para
quantificacdo dos compostos fendlicos que nelas estavam contidos.

A eficiéncia de encapsulacgao foi calculada usando a seguinte equacéo:

Eficiéncia de encapsulagéo (%) = (FT- FS) / FT x 100 (Eq. 5)

Onde FT (fendlicos totais ap0s a ruptura) € a quantidade de compostos
fendlicos de uma quantidade conhecida de microcapsulas e FS (fendlicos da
superficie) a quantidade de compostos fendlicos contidos na mesma
guantidade de microcapsulas (SEMALAT; MUHAMAD; SARMIDI, 2009).

4.3.1 Compostos fendlicos para eficiéncia da microencapsulacao

Para analise de eficiéncia da microencapsulacéo foi realizado analise de
compostos fendlicos totais segundo metodologia descrita por Singleton et al.
(1999), com algumas modificagcbes. Em um tubo com tampa de rosca, foi
preparada uma solugcédo contendo 0,1 mL das amostras diluidas em 3,0 mL de
agua destilada e 0,25 mL de reagente Folin-Ciocalteau. Apos trés minutos de
repouso foram adicionados 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio 7,5 %.
Logo apos, o tubo foi devidamente tampado e encubado em banho-maria a 37
°C por trinta minutos. A seguir, foram feitas leituras das absorbancias em
espectrofotometro a 765 nm. Uma amostra branca foi realizada utilizando 2,0
mL da solucéo de carbonato de sddio 7,5% e 3,0 mL de agua destilada.

Os teores de compostos fendlicos totais foram determinados por
interpolacdo da absorbancia das amostras em uma curva de calibracédo

construida com padrées de acido galico (50 a 500 mg/L).
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4.3.1.1 Extracdo dos compostos fendlicos ndo microencapsulados

Para extrair os compostos fendlicos localizados nas superficies das
microparticulas foram dissolvidos 0,2 g da polpa de amora microencapsulada
em 2,0mL de etanol. A mistura foi agitada num agitador tubo e centrifugada a
4000 xg durante 2 minutos. Em seguida foi quantificado o teor de compostos
fendlicos do sobrenadante em espectrofotbmetro UV, conforme metodologia
descrita no item 4.3.1. O resultado obtido foi utilizado para célculos da

eficiéncia da encapsulacao (item 4.3 — Eq. 5).

4.3.1.2 Ruptura das microparticulas para liberacdo dos compostos

fendlicos microencapsulados

A ruptura das microparticulas foi realizada a fim de avaliar a eficiéncia da
microencapsulacdo. Segundo metodologia descrita por Nori et al. (2011), 0,2 g
da polpa de amora microencapsulada foi adicionada de 2,0mL de citrato de
sédio 10% (m/v). Em seguida, o pH foi elevado para 8,0 com solucdo de NaOH
0,1 mol.L™ . Esta mistura foi agitada num misturador de tubo voértex por dois
minutos. Em seguida, 5,0 mL de etanol 99,5% (v/v) foram adicionados a
mistura, mantendo em agitacdo durante mais dois minutos. A mistura foi
centrifugada a 4000xg durante vinte minutos. Em seguida, foi quantificado o
teor de compostos fendlicos em espectrofotdometro UV, conforme descrito no
item 4.3.1. O resultado obtido foi utilizado para célculos da eficiéncia da

encapsulacéo (item 4.3).

4.4. Caracterizacdo da estrutura formada

4.4.1 Microscopia eletrénica de varredura — MEV

A microscopia eletrdnica de varredura — MEV, € uma técnica bastante
usada para analisar a morfologia dos produtos encapsulados. Por esta técnica,
os elétrons sdo acelerados numa coluna e atingem a superficie da amostra. O
feixe de elétrons produzido pelo filamento de tungsténio, € emitido da fonte e
acelerado por uma tenséao de -0,5 a -30Kv, o que forma um pequeno feixe de

cruzamento (crossover). O feixe passa por lentes condensadoras e pela lente
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objetiva. A aquisicdo dos sinais produzidos pela interacdo entre o feixe de
elétrons e a amostra ira formar as imagens do MEV. Estes sinais vao sofrendo
modificacdes de acordo com as variagdes da superficie a medida que o feixe
de elétrons primarios vai varrendo a amostra. Os elétrons secundarios sao os
responsaveis pela obtencdo das imagens de mais alta resolucdo e fornecem
uma imagem de topografia da superficie da amostra (HAWKES & SPENCE,
2007; SILVA et al., 2010).

4.4.3 Colorimetria

A colorimetria € um sistema onde séo utilizadas técnicas instrumentais
por espectrofotdmetros para obter avaliacbes objetivas da cor através dos
sistemas de cores (Munsell, Hunter, CIE, CIE Lab), definindo o espaco
croméatico em coordenadas retangulares (L*, a* b*). A luminosidade é
representada por L* (onde O representa preto e 100 representa branco),
engquanto que a intensidade da cor é definida pelos parametros de croma a* e
b*, onde a* varia do vermelho (positivo) ao verde (negativo) e b* do amarelo
(positivo) ao azul (negativo) (HUNTERLAB, 1996). Na Figura 21 € mostrada a
representacao das coordenadas retangulares (L*, a* e b*).

L' =100

y.]

FIGURA 21 - ESQUEMA COLORIMETRICO CIE LAB (CIE, 1976).
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Os produtos em po6 obtidos pelo microencapsulamento da polpa de
amora-preta por spray dryer e por coacervacado foram analisados comparando-
se com a polpa in natura no colorimetro Minolta, previamente calibrado em
superficie de porcelana branca. A calibracdo se da posicionando o canhédo de
leitura no centro da placa de calibracdo, pressionando a tecla calibrate, em
seguida a tecla measure e obtendo-se trés flashes de luz.

A determinacdo da cor em alimentos da-se posicionando o canhdo de
leitura sobre a amostra ou colocando a amostra ho compactador de amostra e
em seguida posicionando o canhdo. Apés isso deve-se pressionar o botdo
measure, em seguida os resultados sdo impressos e mostrados no display do

equipamento.
4.5. ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos de gelificacdo de gelatina versus goma arabica na
microencapsulacado por coacervacao foram avaliados pelo teste da Analise de
Variancia (ANOVA).

A ANOVA, é o método mais utilizado para a andlise de estudos de
repetitividade e reprodutibilidade. Usando a ANOVA, a variabilidade pode ser
decomposta em repetitividade e reprodutibilidade, sendo possivel também
avaliar a interacdo entre os dois componentes. Possibilita estimativas mais
precisas da variabilidade do sistema através do calculo do erro aleatorio, obtido
com as repeticbes, e, o erro de medicdo € composto pela dispersao do
instrumento, pelo efeito do avaliador e pelo erro aleatério, devido as
replicacdes (AIAG, 2002).

Os parametros colorimétricos da dissolucdo dos pds obtidos pelos
métodos de microencapsulagéo por spray dryer e coacervacdo foram avaliados

guanto a diferenca entre as analises pelo teste de Student ou teste t,

Onde t=pl-p2 (Eg. 6)

/ 2L, 1
S (n1+n2)
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O teste de Student, ou simplesmente teste t, € o0 método mais utilizado
para se avaliarem as diferencas entre as médias de dois grupos. Toda vez que
o valor calculado de t, em valor absoluto for igual ou maior do que o tabelado,
conclui-se que as médias ndo sao iguais, ao nivel de significancia estabelecido.

O teor das antocianinas da polpa de amora e dos produtos obtidos por
microencapsulacéo por spray dryer e coacervacao foi avaliado pelo teste de
Tukey, com p<0,05.

Os resultados da caracterizacdo dos compostos bioativos da polpa de

amora-preta foram avaliados em triplicata pelas médias e desvio padrao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. CARACTERIZACAO DA POLPA DE AMORA

5.1.1 Compostos fendlicos

Verificou-se que o teor de compostos fendlicos encontrado para a polpa
de amora foi de 181,14 mg ac. galico/100g de polpa de amora-preta, calculado
através da equacao da reta de uma curva padréo de 4cido géalico (R?*= 0,9992)
(Anexo A).

Segundo relatos da literatura, ocorre uma variabilidade no conteddo de
compostos fenolicos totais em amora-preta. Ferrari (2012) encontrou 210,71 mg
acido galico/100 g em polpa de amora-preta. Uma variacdo nos teores de
compostos fendlicos de 261,95 a 929,62 mg acido galico/100 g foi encontrado
em amora fresca pela Embrapa Clima Temperado, (2008); 569,89 mg ac.
galico/100 g amora (CHIM, 2008), até 1983,70 mg ac. galico/100 g polpa de
amora (JACQUES, 2009).

5.1.2 Atividade Antioxidante pelo Método de Reducao do Ferro (FRAP)

O resultado da capacidade antioxidante da polpa de amora em reduzir o
Fe** em Fe?" pelo método da reducdo do ferro, foi 9184,595 pymol Fe*?/mg de
polpa de amora-preta, calculado a partir da equacao da reta obtida pela curva
padrdo de sulfato ferroso (R2= 0,9977) apresentado no Anexo B, comprovando

gue a polpa tem alta atividade antioxidante.

5.1.3 ABTS

As medidas foram realizadas a 734 nm em espectrofotdbmetro no tempo
de 6 minutos apés a adicdo da amostra. Preparou-se uma curva padrdo com
Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e os resultados
foram calculados a partir da equacao da reta de uma curva padréo de trolox
(R2=0,9994), e expressos em umol de TEAC.g* de amostra, sendo 14,931 a
15,613 pmol de trolox/ ml de polpa de amora (Anexo C).
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5.1.4 DPPH Trolox

O resultado para atividade antioxidante da polpa de amora-preta pelo
método do DPPH foi calculado com base em equacdo da reta de uma curva
padrao (R2=0,9985). Os resultados foram expressos em umol de trolox/g sendo

7657,143 pmol de trolox/ml de polpa de amora (Anexo D).

5.1.5 B-caroteno/acido linoleico

O método pelo sistema B-caroteno/acido linoleico nos permitiu analisar o
potencial da polpa de amora de inibir, ou retardar, a oxidagao do [-caroteno,
protegendo-o dos radicais livres produzidos na peroxidacdo do acido linoleico,
portanto a porcentagem de inibicdo da oxidacdo da polpa de amora-preta foi de
67 %.

5.1.6 Antocianinas

O valor encontrado de antocianinas para a polpa de amora-preta foi de
164,317 mg cianidina-3-glucosideo/100g + 0,445, utilizando-se a metodologia
descrita no item 4.2.2.4.

Tabela 3 - Caracterizacdo dos compostos bioativos da polpa de amora-preta
por diferentes métodos.

METODOS VALORES MEDIOS R
Compostos fendlicos (181 + 6) mg/100g 0,9992
FRAP 9184,595 pmol de Fe*?/mg 0,9977
ABTS** 15,613 pmol de trolox/mL 0,9994
DPPH’ 7657,143 pmol trolox/mL 0,9985
B - Caroteno/Acido 67%
Linoléico

164,3 + 0,4 mg cianidina-3-

Antocianinas glicosideo /100g

*Valores médios, R° — Coeficiente de determinacao.
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5.2. Anélise estatistica no microencapsulado por coacervacao

Os ensaios de gelificacao realizados para coacervagdo com o0 produto
obtido foram realizados variando as quantidades de gelatina e goma arabica, e
os resultados qualitativos foram transformados em uma escala numérica de 0 a

1, conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados da analise experimental

Ensaios %Gelatina %Goma Resultado Resultado
arabica qualitativo em

escala ortogonal

1 2 (-1) 5,0(-1) Nao gelificou 0,00
2 2 (-1) 7,5 (0) N&o gelificou 0,00
3 2 (-1) 10,0 (+1) Nao gelificou 0,00
4 4 (0) 50(-1) Gelificacdo parcial 0,50
5 4 (0) 7,5 (0) Gelificacao parcial 0,50
6 4 (0) 10,0 (+1) Separacao de fases 0,25
7 6 (+1) 50(-1) Gelificacao 1,00
8 6 (+1) 7,5 (0) Gelificacao 1,00
9 6 (+1) 10,0 (+1) Gelificacao 1,00

Com os dados obtidos e transformados na escala humérica da analise
experimental foi realizada uma regressao linear multipla para encontrar um
modelo que pudesse descrever o comportamento dos dados experimentais, e 0
modelo encontrado é apresentado na equagao a seqguir:

Y = 0,472 + 0,5004 — 0,042A4% — 0,042B + 0,021B* (Eq. 6)

Em que A representa a quantidade de gelatina, ao passo que B a quantidade
de goma arabica. Com os dados tedricos gerados pelo modelo, a verificagdo do
modelo foi realizada por ANOVA, e os dados obtidos sdo apresentados na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Dados obtidos pelo modelo realizado por Analise de variancia
(ANOVA)

SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséao 1.52777 4 0.38194 54.9994 6.38823
Falta de Ajuste 0.02778 4 0.00694
Total 1.55556 8

SQ, soma quadratica; GL, grau de liberdade; MQ, média quadratica; Fc.., F calculado;
Fi., F tabelado

Conforme os dados de regressdo, o R2 do modelo foi de 0,98214,
indicando boa correlacdo entre os dados tedricos e os experimentais. Além
disso, o valor de F¢yc foi muito maior do que 0 Fiap,(0,954,4), indicando que os
dados da regressdo nao estdo dentro da faixa de erro da distribuicdo F para
0,95% de confianca para o respectivo grau de liberdade. Portanto, uma vez que
o modelo foi validado por ANOVA, foi plotado o grafico de superficie, visando
entender quais as tendéncias nas variaveis independentes que levam a

maiores resultados, e o grafico € apresentado na Figura 22.

coooo-
N &~ O 0

FIGURA 22 - GRAFICO DE SUPERFICIE DE GELIFICAGCAO: GELATINA VERSUS GOMA ARABICA.
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De acordo com a superficie, pode-se verificar que o0s pontos
experimentais estdo muito proximos da superficie apresentada. Além disso,
pode-se verificar que nas faces inferiores e superiores da quantidade de goma
arabica ndo apresenta inclinacdo, o que pode ser um indicio de que esta
variavel ndo seja estatisticamente significativa. Por outro lado, para a
quantidade de gelatina € possivel identificar nas suas duas faces uma
inclinagdo em direcdo crescente. Para verificar a significAncia deste
comportamento, os efeitos estatisticos sdo apresentados na Figura 23 em

gréafico de Pareto.

(DA(L) | 14.69694
AQ) t -1 .414;21
(2)B(L) -1.224%4
B(Q) t 0.70?10628
| p=:05

FIGURA 23 - GRAFICO DE PARETO DE GELEIFICACAO: GELATINA VERSUS GOMA ARABICA . (1)
A(L) GELATINA LINEAR, A(Q) GELATINA QUADRATICO, (2) B(L) GOMA ARABICA LINEAR, B (Q)
GOMA ARABICA QUADRATICO.

De acordo com o grafico de Pareto, pode-se verificar que apenas a
quantidade de gelatina foi estatisticamente significativa (~14,70 p.p.). Além
disso, também n&o ocorreu sinergia entre a quantidade de gelatina e de goma

arabica.
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5.2.1 Eficiéncia da microencapsulacdo por spray dryer e coacervagao

Através de ensaios realizados conforme metodologia descrita no item
4.3, foi calculada a eficiéncia da microencapsulacdo da polpa de amora por
spray dryer com maltodextrina como agente carreador, e o0 resultado
encontrado foi de 31,6%, e para o0 método de coacervacdo com gelatina e
goma ardbica como material de parede a eficiéncia foi de 2,9% pois quase nao
houve formacéo de microcapsulas. O processo de spray dryer foi mais eficiente
na formacdo de microesferas resultando em um melhor resultado na
encapsulacdo ao contrario do processo de coacervacdao que ndo demonstrou
ter havido um envolvimento do ndcleo pelos agentes de encapsulacdo, a goma
arabica e gelatina.

Rosa utilizou materiais derivados de amido como [B-cliclodextrina para
microencapsular extratos fendélicos de amora preta obtendo-se uma eficiéncia
de 52 % (ROSA, 2012).

A encapsulacédo por liofilizacdo do extrato de amora silvestre (Rubus
chamaemorus), utilizando maltodextrinas DE5-8 e DE18.5, foi realizada por
Laine et al. (2008). Pode-se observar que a encapsulacdo aumentou a
estabilidade dos compostos fendlicos e manteve sua atividade antioxidante; no
entanto, ao comparar os diferentes materiais de parede, os autores observaram
gue as microcapsulas de maltodextrina DE5-8 apresentaram maior rendimento
e eficiéncia de encapsulacao, além de oferecer maior prote¢cdo aos compostos

fendlicos durante o armazenamento.

5.2.2 Colorimetria

As analises de colorimetria foram realizadas comparando-se os produtos
em po obtidos nos tratamentos da polpa de amora-preta por spray dryer e por
coacervacao em relacdo a polpa in natura pelo teste de Tukey (Figura 24); e,
comparando-se 0s produtos obtidos nos tratamentos da polpa de amora-preta
por spray dryer (Figura 25) e por coacervagao dissolvidos com a polpa de

amora-preta in natura pelo Teste “t” (Figura 26).
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Tabela 6 - Valores dos parametros L, a* b* de coloracdo para a polpa de
amora preta in natura e para os pos provenientes dos tratamentos da polpa de
amora-preta por spray dryer e coacervacao.

Tratamento L* a* b*

Polpa de amora in natura 10,830+0,004% -0,7+0,1° 1,43+0,05%
Microencapsulado por 33,01+0,01°  8,28+0,02° 1,03+0,01°
Coacervacao

Microencapsulado por Spray Dryer 41,41+0,03¢ 18,70+0,02° 2,81+0,01°

Média e desvio padrdo dos valores de L*, a* e b*.
Letras diferentes na mesma coluna significa que h& diferengas significativas entre os grupos,
com p<0,05.

45 -3,0
- ] L20 |28
i L 26
35 - | 5 24
L* 304 - a* :'2’2b*

I w0 [2°
25 = | 1,8
) | L 16

20 =1 | 5 L
. - 1,4
15 I -1,2

i | I
10 - -_ 170
T T T T T -0,8

Polpa liquida Coacevado1 Spray drier 1
Tratamentos

FIGURA 24 — VALORES DE COLORIMETRIA REALIZADA COMPARANDO-SE OS PRODUTOS EM PO
OBTIDOS NOS TRATAMENTOS DA POLPA DE AMORA-PRETA POR SPRAY DRYER E POR
COACERVACAO COM A POLPA IN NATURA, PARA OS PARAMETROS DE COR L*, A* E B*.

Em relacdo a luminosidade L*, a amostra obtida por spray dryer teve um
resultado L* mais proximo de 100, o que equivale a uma cor mais clara em
relacdo ao tratamento por coacervacao. Isso pode ser devido ao conteudo de
maltodextrina utilizado na obtencdo das microcapsulas por spray dryer. Em

relacdo a coloracéo L da polpa de amora in natura, os microencapsulados por
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spray dryer e por coacervacdo diferiram pouco entre si, mas 0 que mais se
aproximou do valor de L* da polpa in natura foi o coacervado.

Em relacdo aos valores obtidos para a*, componente de cor que varia de
verde (negativo) a vermelho (positivo), demonstrou-se que 0 composto
microencapsulado por spray dryer obteve valor mais alto para a* tendendo
mais ao vermelho, caracteristico das antocianinas em pH &cido, devido ao
processo que nao altera o pH inicial da polpa permanecendo acido.

Em relacdo aos valores obtidos para b*, que esta relacionado a variacao
do amarelo (positivo) ao azul (negativo), o microencapsulado que mais se
aproximou dos valores de b* da polpa in natura, foi o coacervado, tendendo
mais ao azul, caracteristico das antocianinas em pH alcalino, devido ao

processo de coacervagao que eleva o pH da polpa in natura.

FIGURA 25 A) PO RESULTANTE DA MICROENCAPSULAGCAO DA POLPA DE AMORA COM
GELATINA E GOMA ARABICA POR COACERVACAO E SECAGEM POR LIOFILIZACAO. B) PO
RESULTANTE DA MICROENCAPSULAGCAO POR SPRAY DRYER DA POLPA DE AMORA COM
MALTODEXTRINA COMO AGENTE CARREADOR.

A analise de colorimetria dos produtos dissolvidos realizou-se diluindo-se
os pdés micrencapsulados por spray dryer e coacervagao em agua destilada,
até chegar ao brix da polpa de amora-preta in natura. Avaliou-se os resultados
da colorimetria realizada em triplicata nos produtos dissolvidos e comparou-os
com os obtidos para a polpa liquida, comparando-se os grupos (A) vs (B), (A)
vs (C) e (C) vs (B), para os trés diferentes parametros de resposta

colorimétrica, “L”, “a” e “b”.
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Tabela 7 — Valores dos parametros L, a*, b* de coloracdo para a polpa de
amora-preta in natura e os microencapsulados por spray dryer e coacervagao
dissolvidos (média e desvio padréo).

Tratamento L* a* b*

Polpa de amora in natura (A) 10,833+0,006 -0,7+0,1 1,43+0,07
Spray dryer dissolvido (B) 22,953+0,006 11,897+0,006 3,34+0,01
Coacervado dissolvido (C) 24,367+0,006  8,33+0,02  1,427+0,006

Segundo analise de teste “t”, os dados de “b” para a comparagao de (A)
vs (C) demonstrou que estes grupos sado semelhantes, e de fato isso pode ser
refletido nas médias que sao idénticas, de 1,43 (Anexo H).

Houve semelhanca entre a polpa liguida e o produto coacervado
dissolvido para os dados de b* (relacionado a intensidade de cor do amarelo
(positivo) ao azul (negativo)), pois as médias foram semelhantes. Os demais
grupos demonstraram ser diferentes entre si, pois 0os valores comparativos de
“t’ foram diferentes (Anexos G e |). Neste caso, existe um valor tabelado para a
probabilidade de erro neste grau de liberdade (3,3) para este grau de confianca
(95%) que foi de 2.776. Portanto, sempre que o valor comparativo de “t’
encontrado pela férmula for maior do que este valor, ha diferenca nos grupos
de dados, ao passo que quando este for menor, significa que 0s grupos séo

estatisticamente semelhantes.
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FIGURA 26 — INTENSIDADE DOS PARAMETROS COLORIMETRICOS DOS MICROENCAPSULADOS
POR SPRAY DRYER E COACERVACAO DISSOLVIDOS, L (0 REPRESENTA PRETO E 100
REPRESENTA BRANCO), A*( VERDE (NEGATIVO) A VERMELHO (POSITIVO)) E B* (AMARELO
(POSITIVO) AO AZUL (NEGATIVO)).
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5.2.4 Antocianinas

Utilizou-se o teste de Tukey para verificar se houve diferenca
significativa entre os resultados para antocianinas provenientes das amostras
do microencapsulado por coacervacdo e microencapsulado por spray dryer em

relagdo a polpa in natura.

Tabela 8- Valores de antocianinas para polpa de amora in natura,
microencapsulado por spray dryer e microencapsulado por coacervacao.

Antocianinas

(mg cianidina-3-glicosideo/ 100g*)

Polpa de amora in natura 164,3% + 0,4
Microencapsulado spray dryer 53°+1
Microencapsulado coacervacgao 10,5°+0,5

*Letras diferentes na mesma coluna significa que as médias dos teores de antocianinas séo
estatisticamente diferentes ente si, com p<0,05.

Em relagdo a polpa de amora in natura, houve uma perda significativa de
antocianinas para 0s microencapsulados por spray dryer e por coacervagao.
No processo por spray dryer, a polpa sofre uma taxa de aquecimento capaz de
ocasionar essa perda no teor de antocianinas. J4 no processo da coacervagao
ocorrem alteracbes no pH, aumento de temperatura, resfriamento,
congelamento, causando um dano maior as antocianinas resultando em um

valor final bem menor.
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5.3 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS

5.3.1 Caracterizacdo das Microcapsulas por microscopia

5.3.1.1 Microscopia Otica

O material coacervado foi observado pela microscopia otica, a fim de
constatar a formacado das microparticulas e avaliar seu formato (Figura 27),
para isto uma pequena quantidade do material foi disperso em laminas de vidro

e recoberto por laminulas e visualizados em magnitude 400x.

FIGURA 27 - MICROSCOPIA OTICA _DAS PARTICULAS FORMADAS PELA COACERVACAO
COMPLEXA DE GELATINA E GOMA ARABICA COM POLPA DE AMORA, DA AMOSTRA CONTENDO
4% DE GELATINAE 10% GOMA ARABICA .

5.3.1.2 Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

As analises das microestruturas formadas pelos métodos da
coacervagao seguido de secagem por liofilizagdo, e do spray dryer foram
realizadas utilizando microscopia eletronica de varredura (MEV), no Centro de
Microscopia Eletrbnica da UTFPR — Campus Pato Branco, utilizando um
microscopio eletrénico de varredura da marca HITACHI TM 3000 e no Centro
de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana, utilizando um
microscopio eletronico de varredura da marca TESCAN (modelo VEGA3 LMU).
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Conforme micrografias realizadas dos agentes encapsulantes, pode-se
observar na Figura 28 que a microestrutura da gelatina apresenta aspecto de
particulas angulares e irregulares, de tamanhos variados.

FIGURA 28 - MICROESTRUTURA DA GELATINA AUMENTADA EM 100 VEZES.

A micrografia realizada para a goma ardbica, (Figura 29), demonstrou
gue a mesma apresenta formas arredondadas e aspecto rugoso.

HL D54 x12k  50um

FIGURA 29 - MICROESTRUTURA DA GOMA ARABICA AUMENTADA EM 1200 VEZES.
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A microestrutura da maltodextrina apresentou aspecto arredondado e

nao uniforme e de tamanho variado (Figura 30).

HL D5,0 x120 500 um

FIGURA 30 - MICROESTRUTURA DA MALTODEXTRINA AUMENTADA EM 120 VEZES.

Conforme observado na Figura 31, na coacervacao de polpa de amora
preta com gelatina e goma arabica como agentes encapsulantes, secagem por
liofilizacdo, seguida de trituracdo das particulas, as caracteristicas morfologicas
apresentaram particulas com estrutura de placas disformes, de variados
tamanhos, com a formag&o de minimas microcipsulas de tamanho variando de

4 a 12 ym, imersas numa mesma matriz polimérica (c).

HL D5,1 x100
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FIGURA 31 - MICROGRAFIAS DAS PARTICULAS FORMADAS PELA COACERVACAO E SECAGEM
POR LIOFILIZACAO (GELATINA E GOMA ARABICA COMO AGENTE ENCAPSULANTE) SEGUIDA DE
TRITURAGAO DO PO. A) AUMENTO DE 100 VEZES, B) AUMENTO DE 180 VEZES, C) AUMENTO DE
1500 VEZES.

Conforme Figura 32, na coacervacdo de polpa de amora preta com
gelatina e goma aradbica como agentes encapsulantes e secagem por
liofilizacdo, as caracteristicas microscopicas apresentaram uma estrutura
complexa, com aspecto disforme, com a formagdo de minimas microcapsulas

de tamanho variando de 4 a 12 um, imersas numa mesma matriz polimérica

(c).
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FIGURA 32 — MICROGRAFIAS DAS PARTiCpLAS FORMADAS PELA COACERVACAO E SECAGEM
POR LIOFILIZACAO (GELATINA E GOMA ARABICA COMO AGENTE ENCAPSULANTE) A) AUMENTO
DE 100 VEZES, B) AUMENTO DE 1000 VEZES E C) 2000 VEZES.

Como observado na microencapsulacdo da polpa de amora com
maltodextrina por spray dryer, (Figura 33), houve a formacao de microesferas,
revelando auséncia de fissuras, indicando a existéncia de um filme continuo na
parede externa das microesferas, com tamanho variando de 3,5 a 9,5 um de

diametro.



73

HL D49 x500 200um HL D49 x10k 100um

HL D49 x20k _30um HL D49 x80k 10u

FIGURA 33 - MICROGRAFIAS OBTIDAS POR MEV DAS MICROPARTICULAS DE POLPA DE AMORA
PRETA FORMADAS POR SPRAY DRYER, UTILIZANDO MALTODEXTRINA COMO AGENTE
ENCAPSULANTE. A) AUMENTO DE 500 VEZES, B) AUMENTO DE 1000 VEZES, C) AUMENTO DE
2000 VEZES E D) AUMENTO DE 8000 VEZES.

Rutz (2013), proporcionou a formagdo de microparticulas de formato néo
caracteristico na microencapsulacdo do suco de pitanga roxa com goma

arabica e secagem por liofilizagcéo (Figura 34).
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FIGURA 34 - MICROPARTICULAS DE SUCO DE PITANGA ROXA MICROENCAPSULADA COM GOMA
ARABICA E SECAGEM POR LIOFILIZACAO. FONTE: RUTZ, (2013).

A liofilizacdo para secagem das capsulas obtidas por coacervacdo de
ferro utilizando como polimero a carboximetilcelulose foi utilizada por Aradjo
(2011), (Figura 35). A desuniformidade das capsulas pode ser explicada pelo
fato da liofilizac&o ter sido empregada para a secagem das amostras, visto que
esta técnica emprega condicfes de alto vacuo (KAUSHIK & ROOS, 2007;
FANG & BHANDARI, 2010).

TM3000_7491 2011711722 16:11 FL D49 x200 500 um

&S, . -
2011111/22 16:07 FL D53 x100 1mm
15kV 15kVv

FIGURA 35 - MICROGRAFIAS OBTIDAS POR MEV DE MICROCAPSULAS COACERVADAS DE
FERRO E SECAGEM POR LIOFILIZACAO EM MAGNITUDE DE 100 X(A) E 200X (B).FONTE: ARAUJO,
2011.

A encapsulacao de extrato fendlicos de amora preta (Rubus fruticosus)
em matrizes de B-ciclodextrina, quitosana, xantana e hidrogel de xantana e
guitosana, pelo método de liofilizacdo foi avaliada por Rosa (2012). Os
encapsulados apresentaram caracteristicas distintas ao extrato fendlico na sua
forma pura, o que foi comprovado pelas técnicas de MEV, DSC e TGA,
ocorrendo a formacédo de capsulas de formato caracteristico com as matrizes
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quitosana e xantana. A eficiéncia de encapsulacdo dos compostos foi
dependente do revestimento utilizado.

5.3.2 Andalises Térmicas

Com o objetivo de confirmar a microencapsulagdao e avaliar a
estabilidade térmica dos produtos formados a partir da microencapsulacdo da
polpa de amora-preta por coacervacao e spray-dryer, foram realizadas anélises
térmicas para verificar a estabilidade dos compostos a determinada

temperatura.

FIGURA 36 - EQUIPAMENTO SDT Q600 UTILIZADO PARA EFETUAR AS ANALISES TERMICAS.

Foi utilizado o equipamento SDT Q600, (Figura 36) para a realizacao
das analises Termogravimetricas. Utilizou-se uma quantidade de amostra
média de 4 mg para cada amostra, sendo a variacdo de peso devido ao volume
de cada amostra necessaria para preencher as capsulas. As amostras
sofreram variacdo de temperatura de 20 °C a 500 °C utilizando-se uma

atmosfera de nitrogénio, a uma taxa de aguecimento de 10 °C/min.
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FIGURA 37 — CURVA TERMOGRAVIMETRICA DE MALTODEXTRINA PURA EM ATMOSFERA DE AR
SINTETICO (10 °C/MIN, 100 ML/MIN, 30 °C - 600 °C, VARIACGAO DA MASSA VERSUS
TEMPERATURA). FONTE: MULLER, (P. S. 2011)

Massa (mg)

100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

FIGURA 38 — CURVAS TERMOGRAVIMETRICAS: COA - MICROENCAPSULADO DA POLPA
DE AMORA COM GELATINA E GOMA ARABICA POR COACERVAGCAO, AMF - POLPA DE
AMORA IN NATURA, AML — POLPA DE AMORA LIOFILIZADA, GEL — GELATINA EM PO, GUM
- GOMA ARABICA EM PO, SPR — MICROENCAPSULADO DE POLPA DE AMORA COM
MALTODEXTRINA POR SPRAY DRYER, EM ATMOSFERA DE NITROGENIO (10°C/MIN, 20-
500°C, VARIAGCAO DE MASSA VERSUS TEMPERATURA).
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Analisando-se a curva termogravimétrica da polpa de amora in natura,
(figura 38 - AMF), observa-se que ocorrem dois eventos de decomposicao
térmica. Um evento entre 30 °C e 74 °C (Am=86,41%), com Tp=68 °C,
referente a eliminacdo da umidade e degradacdo dos compostos bioativos
presentes, como por exemplo, as antocianinas. Em seguida, um segundo
evento de decomposi¢éo térmica a partir dos 100 °C até 500 °C, (Am=10,85%),
referentes a perda de agua residual e sugerindo-se a decomposi¢cdo dos
acucares presentes na polpa, como a frutose que se degrada a partir de 103°C,
segundo Merck Index, resultando em 2,73% de massa residual.

Analisando-se a curva termogravimétrica da polpa de amora liofilizada
(Figura 38 — AML), observa-se que ocorrem trés eventos de decomposigcéo
térmica. Um evento entre 30 °C e 90 °C (Am=2,38%), pois a partir de 60 °C
inicia-se a degradacdo das antocianinas. Em seguida o segundo evento de
decomposicao térmica entre 100 °C e 200 °C, (Am=40%), com Tp=168 °C,
referente a perda de umidade e acUcares presentes. O terceiro evento térmico
entre 270 °C e 378 °C (Am=20%), com Tp=310 °C. Continua-se existindo uma
decomposicdo térmica até o final da temperatura de analise resultando em
31,32% de massa residual.

Analisando-se a curva termogravimétrica da gelatina (Figura 38 — GEL),
pode-se observar que apresenta dois eventos de decomposicdo térmica, o
primeiro em torno de 100 °C referente a perda de agua, seguida do préximo
evento de decomposicao térmica entre 200 °C e 440 °C, sendo referente ao
inicio de sua degradacdo, com Tp=308°C (Am=.56%), finalizando a analise
com 35% de massa residual.

A goma arabica apresenta dois eventos de decomposicdo térmica, o
primeiro entre 30 °C a 60 °C, sendo Tp=40 °C, e o segundo evento entre 230
°C e 370 °C, e sua maior perda de massa ocorre entre 250 °C a 320 °C
(Am=46,5%), resultando em 30% de massa residual na temperatura final de
analise.

A maltodextrina pura apresenta 3 eventos de decomposicao térmica. O
primeiro entre 30 °C e 100 °C e é caracteristico da perda de umidade, sendo o
pico a aproximadamente 80 °C, o segundo evento entre 200 °C e 440 °C,

sendo o correspondente ao pico a 358 °C, e um terceiro evento devido a
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decomposicdo do material carbonaceo da maltodextrina na faixa entre 440 °C e
520 °C (Figura 37) (MULLER, 2011).

A curva caracteristica de uma mistura fisica, geralmente, é composta por
picos referentes ao polimero utilizado como material encapsulante e ao
composto encapsulado (MURA et al, 1996).

Analisando-se a curva termogravimétrica obtida para o0
microencapsulado obtido pela coacervagdo complexa entre a gelatina e goma
arabica (Figura 38 — COA), pode-se observar dois eventos de decomposicéo
térmica. O primeiro evento encontra-se entre 50 °C e 130 °C, com Tp=80 °C
(Am=7%), referente a eliminacdo de umidade e compostos bioativos. O
segundo evento de degradacdo térmica encontra-se entre 200 °C e 380 °C,
com Tp=305 °C (Am=51,7%). Por volta dos 100 °C a degradacdo mantem-se
branda, reduzindo-se a perda de massa na regido de 105 °C a 185 °C,
referente & perda dos aclcares presentes na polpa de amora. Houve um
aumento na estabilidade da degradacgéo térmica do complexo formado por
estes componentes com a polpa de amora, sugerindo-se que houve a
formacdo de uma microestrutura. Isso se deve a formacdo de uma matriz
polimérica entre a gelatina e goma arabica com a polpa de amora, capaz de
proteger estes compostos na microencapsulacdo, reduzindo a degradacdo
térmica das antocianinas ocorridas na regido de 60 °C da polpa in natura.

A curva termogravimétrica para o microencapsulado por spray dryer
(figura 38 — SPR) demonstrou trés eventos de decomposicdo térmica. O
primeiro encontra-se entre 30 °C e 100 °C, com Tp=55 °C (Am=4,7%),
referente a degradacdo de alguns compostos bioativos e eliminacdo da
umidade. O segundo entre 137 °C e 216 °C, com Tp= 198 °C (Am=15,6%)
referente a degradacdo dos acglcares, demonstrando que houve eficiéncia na
microencapsulacdo pela maltodextrina existindo uma interacdo molecular
capaz de reduzir a perda de massa ocorrida devido a degradacdo dos
acucares, que ocorria em maior intensidade na polpa de amora-preta. O
terceiro evento de decomposicdo térmica encontra-se entre 243 °C e 360 °C,
com Tp=300 °C, (Am=41%), conforme anexo J.

A termogravimetria demonstrou correlacdo entre a degradacéo térmica e
a manutencdo das caracteristicas de antocianinas e compostos fendlicos,

sendo que nos processos por spray dryer e coacervacdo a degradacdo pelo
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aumento de temperatura foi menor e a manutencdo dos compostos fendlicos e

antocianinas foi maior em relacdo a polpa in natura.
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6 - CONCLUSAO

Em relacdo a polpa de amora in natura, o produto resultante obtido pelo
método do spray dryer foi mais eficiente na manutencdo nos teores de
antocianinas, resultando em (53 + 1) mg cianidina-3-glicosideo/100 g, sendo
que o meétodo da coacervagdo resultou em (10,5 + 0,5 mg cianidina-3-
glicosideo/100 g em relacdo ao valor inicial de antocianinas de (164,3 + 0,4)
mg cianidina-3-glicosideo/100 g da polpa de amora.

Em relacdo a manutencdo da cor, a amostra microencapsulada obtida
por coacervagdo obteve uma coloracdo tendendo ao azul, caracteristico das
antocianinas em pH alcalino, podendo ser comprovado pelo valor colorimétrico
de b*, que pelo teste —“t” demonstrou que os valores sao idénticos em relagcao
ao produto microencapsulado por coacervacao diluido e a polpa in natura. O
composto microencapsulado por spray dryer obteve valor mais alto para a*
tendendo mais ao vermelho, caracteristico das antocianinas em pH &cido,
devido ao processo que nao altera o pH inicial da polpa permanecendo acido.

As microestruturas formadas foram analisadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e verificou-se que no método de spray dryer
formaram microesferas de tamanho variados, com diametros variando de 3,5 a
9,5 um e as particulas formadas mantiveram a superficie lisa. Pelo método de
coacervacdo as caracteristicas microscépicas apresentaram uma estrutura
complexa, com aspecto disforme, com a formacdo de minimas microcapsulas
de tamanho variando de 4 a 12 um, imersas numa mesma matriz polimérica.

A termogravimetria concluiu aumento da estabilidade térmica em relacao
a perda de massa dos produtos obtidos pela coacervacdo e spray dryer em
relacdo a degradacao térmica sofrida pela polpa in natura, ocorrendo menores
perdas dos compostos bioativos, compostos fenélicos e antocianinas.

Concluiu-se que a coacervacdo nao demonstrou ser um processo t&ao
eficiente na microencapsulacdo da polpa de amora-preta pois obteve os
menores teores de antocianinas e menor eficiéncia de microencapsulacédo de
compostos fendlicos em relacdo ao processo de spray dryer, o qual formou
melhor protecdo devido as microcdpsulas formadas que protegeram esses

compostos contra a degradacdo. O produto final obtido pela
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microencapsulagédo por spray dryer foi mais eficiente na manutencdo das
antocianinas do que pela microencapsulacdo por coacervacdo, devido aos
tratamentos empregados nos processos que afetam a estabilidade das
antocianinas. No processo de spray dryer ocorre somente 0 aumento de
temperatura sendo que no processo de coacervacdo ocorre além da
temperatura o aumento de pH seguido de acidificacdo, ocasionando uma

menor estabilidade na manutencao das antocianinas.
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ANEXO C
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ANEXO D
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ANEXO E
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ANEXO F
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ANEXO G

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes
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a* Polpa liquida Spray dryer dissolv.
Média -0,74 11,89666667
Variancia 0,0196 3,33333E-05
Observacgodes 3 3
Variancia agrupada 0,009816667
Hipotese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -156,2054337
P(T<=t) uni-caudal 5,03753E-09
t critico uni-caudal 2,131846786
P(T<=t) bi-caudal 1,00751E-08
t critico bi-caudal 2,776445105

VERDADEIRO
a* Polpa liquida Coacerva dissolv

Média -0,74 8,326666667
Variancia 0,0196 0,000533333
ObservacGes 3 3
Variancia agrupada 0,010066667
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -110,6752304
P(T<=t) uni-caudal 1,9984E-08

t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

2,131846786
3,99681E-08

t critico bi-caudal 2,776
VERDADEIRO
a* Spray dryer dissolv. Coacerva dissolv
Média 11,89666667 8,326666667
Variancia 3,33333E-05 0,000533333
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 0,000283333
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Statt 259,7556544

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

6,58898E-10
2,131846786

1,3178E-09
2,776445105

VERDADEIRO



ANEXO H

Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes
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b* Polpa liquida Spray dryer dissolv.
Média 1,43 3,336666667
Variancia 0,0052 0,000133333
Observacgdes 3 3
Variancia agrupada 0,002666667
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -45,22057054

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

7,15093E-07
2,131846786
1,43019E-06
2,776445105

VERDADEIRO
b* Polpa liquida Coacerva dissolv
Média 1,43 1,43
Variancia 0,0052 3,33333E-05
ObservacGes 3 3
Variancia agrupada 0,002616667
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t 0,079808688
P(T<=t) uni-caudal 0,470111389

t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal
t critico bi-caudal

2,131846786
0,940222779
2,776445105

FALSO
b* Spray dryer dissolv. Coacerva dissolv
Média 3,336666667 1,426666667
Variancia 0,000133333 3,33333E-05
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 8,33333E-05
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t 256,2533902

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

6,95663E-10
2,131846786
1,39133E-09
2,776445105

VERDADEIRO
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Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes
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L* Polpa liquida  Spray dryer dissolv.
Média 10,83333333 22,95333333
Variancia 3,33333E-05 3,33333E-05
Observacgdes 3 3
Variancia agrupada 3,33333E-05
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -2571,040256
P(T<=t) uni-caudal 6,86571E-14
t critico uni-caudal 2,131846786
P(T<=t) bi-caudal 1,37314E-13
t critico bi-caudal 2,776445105
VERDADEIRO
L* Spray dryer dissolv. Coacerva dissolv
Média 22,95333333 24,36666667
Variancia 3,33333E-05 3,33333E-05
Observaces 3 3
Variancia agrupada 3,33333E-05
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -299,8132752

P(T<=t) uni-caudal
t critico uni-caudal
P(T<=t) bi-caudal

t critico bi-caudal

3,71266E-10
2,131846786
7,42533E-10
2,776445105

VERDADEIRO
L* Polpa liquida Coacerva dissolv
Média 10,83333333 24,36666667
Variancia 3,33333E-05 3,33333E-05
Observagdes 3 3
Variancia agrupada 3,33333E-05
Hipdtese da diferenca de média 0
gl 4
Stat t -2870,853532
P(T<=t) uni-caudal 4,41649E-14
t critico uni-caudal 2,131846786
P(T<=t) bi-caudal 8,83297E-14
t critico bi-caudal 2,776445105

VERDADEIRO



ANEXO J - Tabela de eventos térmicos

1° Evento Tp* Am** 2° Evento Tp Am 3° Evento Tp Am Massa
térmico térmico térmico residual
Amora in 30-74°C 68°C 86,41% | 100-500°C 200°C 10,85% - - - 2,73%
natura
Amora 30-90°C 68°C 2,38% 100-200°C 168°C 40% 270-378°C 310°C 20% 31,32%
liofilizada
Gelatina 60-100°C 60°C 11% 200-440°C 300°C 41,6% - - - 35,38%
Goma arabica 30-60°C 40°C - 230-370°C 300°C 46,5% - - - 29,71%
Maltodextrina | 30-100°C 80°C 9,23% 200-440°C 358°C 41,6% 440-520°C 480°C 33,17% 16%
Coacervado 50-130°C 80°C 7% 200-380°C 305°C 51,7% - - - 33,55%
Spray Dryer 30-100°C 55°C 4,7% 137-216°C 198°C 15,6% 246-360°C 300°C 41% 32,72%

(*)Tp = Temperatura de pico

(**) Am= variacdao de massa
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