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Resumo

RUTZ, Josiane Kuhn. Caracterizacdo e microencapsulacdo de suco de
pitanga roxa (Eugenia uniflora L.). 2013. 105f. Dissertagdo (Mestrado) —
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A pitanga roxa apresenta altos teores de compostos bioativos, como
compostos fendlicos e carotenoides, 0s quais estdo relacionados com a sua
capacidade antioxidante. No entanto, ambos 0s grupos de compostos sao
instdveis a altas temperaturas, presenca de luz e oxigénio, sendo a
microencapsulacdo uma alternativa para aumentar a estabilidade destes
compostos em condicbes ambientais adversas, como na estocagem e
processamento, e preservar sua atividade antioxidante até o momento de sua
liberacdo. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi caracterizar os compostos
bioativos e microencapsular, pelo processo de liofilizacdo, o suco de pitanga
roxa nas matrizes de goma arabica (A), quitosana (Q), hidrogel de goma
xantana e quitosana (HXQ), goma xantana (X), hidrogel de goma xantana e
goma tara (HXT) e goma tara (T). Para confirmar a encapsulacdo foram
utilizadas as técnicas de Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC),
Difratometria de Raio-x e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV). A
eficiéncia de encapsulacao e o perfil de liberacdo dos encapsulados em agua e
fluidos que simulam as condi¢cdes gastricas (SFG) e intestinais (SFI) foram
avaliados. A estabilidade dos carotenoides, compostos fendlicos e a atividade
antioxidante das microparticulas foram avaliadas durante o armazenamento na
presenca e auséncia de luz pelo periodo de 28 dias, e a 4 ° C e 25 °C pelo
periodo de 84 dias. Dentre os compostos fendlicos presentes no suco de
pitanga roxa, o0 &cido galico foi o composto majoritario, seguido pelas
antocianinas, catequina, epicatequina e quercetina. Em relacdo aos
carotenoides o licopeno foi encontrado em maior quantidade, seguido pelo -
caroteno, zeaxantina e luteina. A encapsulacdo foi confirmada, no entanto, as
microparticulas ndo apresentaram formato caracteristico. Os resultados foram
influenciados pelo revestimento e grupo de compostos encapsulados. Com a
goma xantana obteve-se a maior eficiéncia de encapsulacdo. Os hidrogeis
HXQ e HXT foram os mais indicados para a liberacdo dos carotenoides em
SFG e SFI, apresentando ainda liberacdo gradual destes compostos na agua.
Os compostos fendélicos apresentaram alta taxa de liberacdo, entretanto nédo de
forma gradual, independente dos revestimentos e fluidos analisados. As
microparticulas armazenadas tanto na auséncia e presenca de luz como a 4 e
25 °C apresentaram degradacao dos carotenoides, sendo a goma xantana e o
hidrogel HXT os revestimentos que proporcionaram maior estabilidade para
estes compostos. Os compostos fendlicos apresentaram-se estaveis
independente do revestimento utilizado. A atividade antioxidante das
microparticulas apresentou reducdo durante o armazenamento, sendo atribuida
a degradacéao dos carotenoides.

Palavras-chave: Microencapsulagdo. Compostos bioativos. Estabilidade.
Carotenoides. Compostos fendlicos.



Abstract

RUTZ, Josiane Kuhn. Caracterizacdo e microencapsulacdo de suco de
pitanga roxa (Eugenia uniflora L.). 2013. 105f. Dissertagdo (Mestrado) —
Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The purple surinan cherry contains high content of bioactive compounds, such
as phenolic compounds and carotenoids, which are related to their antioxidant
capacity. However, both groups of compounds are unstable at high
temperatures, presence of light and oxygen, being the microencapsulation an
alternative for increasing the stability of these compounds in adverse
environmental conditions, such as during storage and processing, and to
preserve its antioxidant activity until the time of its release. Therefore, the
objective of this study was to characterize the bioactive compounds and
microencapsulate, by lyophilization process, purple surinan cherry juice in the
matrixes of arabic gum (A), chitosan (Q), xanthan and chitosan hydrogel (HXQ),
xanthan gum (X), xanthan and tara hydrogel (HXT) and tara gum (T). The
encapsulation was confirmed by using Differential Scanning Calorimetry (DSC),
x-ray diffraction and scanning electron microscopy (SEM) techniques. The
encapsulation efficiency and the release profile of the encapsulated compounds
in water and fluids that simulate, respectively, gastric (SFG) and intestinal (SFI)
conditions were evaluated. The stability of carotenoids, phenolic compounds
and antioxidant activity of microparticles were evaluated during storage in
presence and absence of light for 28 days, and in 4 and 25 °C for a period of 84
days. Among the phenolic compounds present in purple surinan chery juice, the
gallic acid was the major compound, followed by the anthocyanins catechin,
epicatechin and quercetin. In relation to the carotenoids, the lycopene was
found in higher quantities, followed by the B-carotene, zeaxanthin and lutein.
The encapsulation was confirmed; however, the microparticles did not have
characteristic shape. The results were influenced by the coating and by the
group of encapsulated compounds. With xanthan gum was obtained the highest
encapsulation efficiency. The hydrogels HXQ and HXT are the most suitable for
the release of carotenoids in SFG and SFI, presenting a gradual release of
these compounds in water. Phenolic compounds showed high rates of release,
even though not gradually, regardless of coatings and fluids analyzed. The
microparticles stored in the absence and presence of light at 4 and 25 ° C
showed degradation of carotenoids, being xanthan gum and HXT hydrogel, the
coatings which provided greater stability to these compounds. Phenolic
compounds showed to be stable independent used coating. The antioxidant
activity of the microparticles decreased during storage, being it attributed to
degradation of carotenoids.

Keywords: Microencapsulation. Bioactive compounds. Stability. Carotenoids.
Phenolic compounds.
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INTRODUCAO

A pitangueira € um arbusto nativo do Brasil que pertence a familia
Myrtaceae, sendo considerada a principal representante do género Eugenia
(Eugenia uniflora L). Seus frutos s&o denominados de pitanga e séo
caracterizados como bagas gomosas, sendo achatadas nas extremidades,
contendo cerca de 7 a 10 sulcos no sentido longitudinal, que apresentam
aroma intenso e sabor doce e &cido (BEZERRA; SILVA; LEDEMAN; 2000;
LIRA JUNIOR et al., 2007).

Além de apresentarem em média na sua composicdo 88,3% de
umidade, 10,2% de carboidratos, 3,2% de fibras, 0,9% de proteinas, 0,4% de
cinzas, 0,2% de lipideos e 18 mg de calcio (NEPA-UNICAMP, 2006), estes
frutos possuem altos teores de compostos bioativos, como compostos fendlicos
e carotenoides, 0s quais estao relacionados com a capacidade antioxidante do
fruto. Os carotenoides consistem em um grupo de pigmentos amplamente
difundido na natureza. Apresentam em sua estrutura quimica um nuamero
variavel de duplas ligacbes conjugadas, que lhes conferem a propriedade de
absorver luz em diferentes comprimentos de onda, proporcionando coloracdes
na faixa do amarelo ao vermelho, sendo responséaveis pela pigmentacdo de
grande numero de frutas, folhas e flores. Devido a sua capacidade de receber
elétrons de espécies reativas, podem neutralizar radicais livres, sendo portanto,
considerados potentes antioxidantes naturais (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997;
GONNET; LETHUAUT; BOURY, 2010).

Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma
e estabilidade oxidativa de diversos alimentos. Este grupo é formado por
compostos que apresentam desde moléculas simples, até moléculas com alto
grau de polimerizacao, podendo estar presentes nos vegetais na forma livre ou
ligados a proteinas e agucares (ANGELO; JORGE, 2007). Apresentam em sua
estrutura, ao menos, um anel aromatico, ligado a um ou mais grupamentos

hidroxila. Sua atividade antioxidante esta relacionada a capacidade redox, que
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permite com que estes compostos atuem como agentes redutores, doadores
de hidrogénio e supressores de oxigénio singlete, além de agirem como
quelantes de metais (KAHKONEN et al.,1999; ZHENG; WANG, 2001 JOHN;
SHARIDI, 2010).

No entanto, tanto os carotenoides quanto os composto fenodlicos sao
instaveis a altas temperaturas, na presenca de luz e de oxigénio (BAGETTI,
2009). Uma alternativa para aumentar a estabilidade destes compostos
bioativos em condicbes ambientais adversas, como na estocagem e
processamento, e preservar sua atividade antioxidante, consiste na técnica de
microencapsulagdo. A microencapsulacdo consiste no empacotamento de
materiais solidos, liquidos ou gasosos em capsulas extremamente pequenas,
que sdo elaboradas por diferentes técnicas, destacando-se por spray drying,
spray cooling, coacervacdo, extrusao, extrusdo centrifuga, recobrimento em
leito fluidizado, lipossomas, complexacdo por inclusdo e por liofilizagdo. A
microencapsulacao oferece, além de protecdo ao material encapsulado, a
possibilidade de liberd-lo de forma controlada sob condicBes especificas
(FAVARO-TRINTADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Como material encapsulante podem ser utilizados proteinas, lipideos e
carboidratos. Entretanto, a escolha deste material deve ser baseada na nédo
reatividade do material de revestimento com o material a ser encapsulado, na
técnica que sera utilizado para a formacdo das microcapsulas e no mecanismo
ideal de liberacdo (SHAHIDI; HAN, 1993; FAVARO-TRINTADE; PINHO;
ROCHA, 2008, MATALANIS; JONES; MCCLEMENTS, 2011).

A goma ardbica, polissacarideo extraido do exudado de arvores de
Acacia, tem sido amplamente utilizada no processo de encapsulacdo de
compostos lipossollveis, como pigmentos do grupo dos carotenoides (ROCHA,
2009; QV; ZENG; JIANG, 2011; RASCON et al., 2011). Outro polissacarideo,
amplamente utilizado no revestimento de capsulas, € a quitosana. Este material
€ obtido por desacetilacdo do polimero quitina, e tem sido utilizado na
encapsulacdo de corantes naturais (HIGUERA-CIAPARA, 2004; PARIZE;
SOUZA; BRIGHENTE, 2008) e antioxidantes como, acido lipoico
(WEERAKODY; FAGAN; KOSARAJU, 2008), astaxantina (KITTIKAIWAN,
2007) e compostos fendlicos presentes em extrato de folha de oliva
(KOSARAJU; D’ATH; LAWRENCE, 2006), amora-preta (ROSA, 2012), plantas
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medicinais (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2011) e erva mate (DELADINO et
al., 2008).

A goma xantana, que € um polissacarideo extracelular produzido por
micro-organismos da espécie Xanthomonas, foi utilizada como material
encapsulante de compostos fenodlicos presentes em extrato de amora-preta
(ROSA, 2012). A goma tara é uma galactomanana extraida do endosperma da
semente da Caesalpinia spinosa, que até o momento ndo se tem relatos de sua
utilizacdo na encapsulacdo de compostos. O hidrogel formado pela interacao
sinérgica entre goma xantana e quitosana ja foi utilizado na encapsulacdo de
compostos fendlicos de amora-preta (ROSA, 2012), no entanto, ainda ndo ha
relatos da utilizacdo de hidrogeis formados por goma xantana e goma tara

como material encapsulante.
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Hipoteses

E possivel microencapsular suco de pitanga roxa (Eugenia uniflora L.)
utilizando como material de parede goma arabica, quitosana, hidrogel de goma
Xxantana/quitosana, goma xantana, hidrogel de goma xantana/goma tara e
goma tara.

A microencapsulacdo do suco de pitanga roxa (Eugenia uniflora L.)
propicia a liberacdo controlada dos compostos fendlicos e carotenoides e

protecdo contra a degradacao.

Objetivos
Geral

Caracterizar e microencapsular encapsular o suco de pitanga roxa
(Eugenia uniflora L.) bem como avaliar o perfil de liberagéo e estabilidade dos

compostos encapsulados durante a estocagem.

Especificos

Caracterizar e quantificar os compostos bioativos presentes no suco de
pitanga roxa, bem como sua atividade antioxidante.

Microencapsular o suco utilizando a liofilizagdo como método de
secagem e como material de parede goma arabica, quitosana, hidrogel de
goma xantana/quitosana, goma xantana, hidrogel de goma xantana/goma tara
e goma tara.

Caracterizar as microcapsulas quanto a morfologia, tamanho, eficiéncia
de encapsulacdo, comportamento térmico, liberacdo e estabilidade durante a

estocagem.



1 Reviséo de literatura
1.1 Pitanga

A pitangueira é uma espécie frutifera tropical, pertencente a familia
Myrtaceae, que reune cerca de 100 géneros e 3000 espécies, distribuidas e
cultivadas em diversos paises tropicais e subtropicais. E considerada a
principal representante do género Eugenia (Eugenia uniflora L), devido
especialmente, a algumas caracteristicas especificas de seus frutos, como
sabor exotico e de elevados teores de vitamina A, carotenoides e compostos
fendlicos, além de boa aceitabilidade pelos consumidores (LIMA; MELO; LIMA,
2002; LIRA JUNIOR et al., 2007).

Esta espécie frutifera é um arbusto nativo das regides Sul e Sudeste do
Brasil, podendo ser encontrada em muitos centros brasileiros de diversidade,
como ecossistemas tropicais, subtropicais e temperados (LIRA JUNIOR et al.,
2007).

A pitangueira produz frutos que caracterizam-se como uma baga
gomosa, achatada nas extremidades, com 7 a 10 sulcos no sentido
longitudinal, denominados de pitanga. Este fruto é apreciado devido ao seu
aroma peculiar intenso e sabor doce e acido agradaveis (BEZERRA; SILVA;
LEDERMAN; 2000; LIRA JUNIOR et al., 2007). A partir do inicio da maturacéo,
o pericarpo da pitanga muda de coloragao, inicialmente alterando do verde
para o amarelo, seguindo pelo laranja, vermelho e vermelho escuro, podendo
até atingir a coloracdo quase negra, dependendo da cultivar (LIRA JUNIOR et
al., 2007; GOMES, 2007).

De acordo com a Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (NEPA-
UNICAMP, 2006), a pitanga apresenta em média 88,3% de umidade, 10,2% de
carboidratos, 3,2% de fibras, 0,9% de proteinas, 0,4% de cinzas, 0,2% de
lipideos e 18 mg de célcio.

Este fruto também apresenta em sua composicdo altos teores de
compostos bioativos, sendo que a pitanga roxa cultivada no Rio Grande do Sul

contem alto contetido de compostos fendlicos e carotenoides (BAGETTI, 2009).
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De acordo com Jacques et al. (2009), a pitanga roxa destaca-se das pitangas
vermelha e laranja em relagdo ao seu maior teor de compostos fendlicos (420,8
mg de &cido galico.100g™) e de antocianinas (138,7 mg de cianidina-3-
glicosideo.100g™), enquanto que a pitanga vermelha destaca-se das demais
em relacdo ao maior teor de carotenoides (153,0 de B-caroteno pg.g™>).

Entretanto, apesar da presenca de compostos bioativos que apresentam
efeitos benéficos a salde e de seu elevado potencial de mercado
agroindustrial, a pitanga ainda ndo apresenta expressdo econdmica na
fruticultura brasileira, sendo encontrados poucos pomares comerciais (LIRA
JUNIOR et al., 2007).

1.2 Metabolismo secundario

Metabolismo consiste em um conjunto de reacfes metabdlicas que
ocorrem no interior das células. Em células vegetais pode ser classificado em
metabolismo priméario e secundario. O metabolismo priméario é caracterizado
por um conjunto de processos metabdlicos que desempenham funcdes
essenciais para 0s vegetais, como fotossintese, respiracdo e transporte de
solutos. O metabolismo secundéario origina compostos que nem sempre sao
necessarios para que a planta complete seu ciclo de vida; no entanto,
desempenham papel importante na interacdo da planta com o meio ambiente,
sendo restritos a uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas
(BOURGAUD et al., 2001; TAIZ; ZEIGER, 2004).

Os metabdlitos secundarios possuem importante acdo frente a fatores
biéticos, como herbivoria, ataque de patdégenos, competicdo entre plantas e
organismos benéficos, como atracdo de polinizadores, dispersores de
sementes e micro-organismos simbiontes. Estes metabdlitos também
apresentam acdo protetora contra estresses abidticos, como mudancas de
temperatura, contetdo de &gua, deficiéncia de minerais e exposi¢do a luz e
radiacéo ultra-violeta (VERPOORTE; MEMELINK, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2004;
EMERY; SANTOS; BIANCHI, 2011).

Os compostos oriundos do metabolismo secundario sao divididos em
trés grandes grupos, sendo estes classificados como terpenos, compostos
fendlicos e alcaloides (figura 1). Os terpenos, dentre estes os carotenoides, sdo

sintetizados a partir de duas rotas metabdlicas principais, a do &cido
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mevalonico e a do metileritritol (MEP). Os compostos fendlicos sdo sintetizados
a partir das vias do acido chiquimico e do acido maldnico. Os alcaloides séo
derivados dos aminoacidos arométicos tirosina e triptofano, que sédo derivados
do acido chiquimico, e dos aminoacidos alifaticos ornitina e lisina (TAIZ;
ZEIGER, 2004; AHARONI; GALILI, 2011).

Co;
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Figura 1 - Principais rotas de sintese dos metabdlitos secundarios
Fonte: TAIZ; ZEIGER, 2004.

Dentre os diversos metabdlitos secundarios, neste estudo serd dado

destaque aos carotenoides e 0os compostos fendlicos.

1.2.1 Carotenoides

Os carotenoides pertencem ao grupo dos terpenos, que sao substancias
insoliveis em agua, derivados da unido de unidades pentacarbonadas
denominadas de isoprenos. Estes sdo classificados como monoterpenos (2

unidades de isopreno), sesquiterpenos (3 unidades de isopreno), diterpenos (4
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unidades de isopreno), triterpenos (2 unidades de sesquiterpeno) e
tetraterpenos (2 unidades de diterpeno) (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Dentre os tetraterpenos, destacam-se o0s carotenoides, que estao
localizados nos cromoplastos e também nos cloroplastos associados a clorofila
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). Os carotenoides sdo um dos grupos de
pigmentos mais difundidos na natureza, sendo responséveis pela coloracdo
amarela, laranja e vermelha de grande numero de frutas, folhas e algumas
flores (BOBBIO; BOBBIO, 1992). Estes compostos sao classificados em dois
grupos: os carotenos que sao exclusivamente compostos por hidrocarbonetos;
e as xantofilas, que possuem oxigénio em sua molécula (COULTATE, 2004).
As estruturas quimicas dos carotenoides mais comumente encontrados nos

alimentos estéo representados na Figura 2.
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Figura 2 - Estrutura quimica dos carotenoides mais encontrados em alimentos.
Fonte: RODRIGUEZ-AMAYA,; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008.

Alguns carotenoides sao precursores da vitamina A. Para que um
carotenoide apresente esta caracteristica € necessario que apresente pelo
menos 1 anel B-ionona ligado a uma cadeia poliénica de 11 carbonos. O
carotenoide com maior potencial pré-vitaminico A é o B-caroteno, que pode ser
convertido em 2 moléculas de vitamina A. Outros carotenoides como a-
caroteno e a B-criptoxantina, podem ser convertidos em apenas uma molécula
de vitamina A, enquanto que a luteina, zeaxantina e o licopeno ndo apresentam
essa capacidade (RODRIGUEZ-AMAYA; KIMURA; AMAYA-FARFAN, 2008).

A estrutura quimica dos carotenoides apresenta um sistema de duplas
ligacOes conjugadas, o0 que caracteriza este grupo de compostos com potencial
antioxidante, devido a capacidade que suas moléculas apresentam de receber

elétrons de espécies reativas, podendo neutralizar os radicais livres.
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Entretanto, a presenca destas duplas ligacbes conjugadas, 0s tornam
suscetiveis a isomerizagdo e oxidagcdo pela presenca de Oy, luz e calor. Esta
degradacédo pode acarretar a perda de cor, da atividade antioxidante e da
atividade proé-vitamina A (RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; GONNET; LETHUAUT;
BOURY, 2010).

De acordo com a literatura, a pitanga roxa apresenta teor total de
carotenoides que varia entre 90,6 e 111 pg.g™ de fruta fresca (LIMA; MELO;
LIMA, 2002; JACQUES et al., 2009). O carotenoide majoritario presente nesta
fruta é o licopeno; no entanto, também foi relatado em pequenas quantidades a
pesenca da rubixantina, luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, B-caroteno, y-
caroteno, a-caroteno e violaxantina (AZEVEDO-MELEIRO; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2004; FILHO et al., 2008).

1.2.2 Compostos fendlicos

Em alimentos, os compostos fendlicos sao responsaveis pela cor,
adstringéncia, aroma e estabilidade oxidativa. Esta classe engloba compostos
que apresentam desde moléculas simples, até moléculas com alto grau de
polimerizagdo, podendo estar presentes nos vegetais na forma livre ou ligados
a proteinas e acucares (ANGELO; JORGE, 2007).

Quimicamente séo constituidos de pelo menos um anel aromatico, no
gual ao menos um dos hidrogénios é substituido por um grupamento hidroxila.
Estes compostos podem ser classificados em flavonoides (antocianinas,
flavonois e seus derivados) e ndo flavonoides (&cidos fendlicos e seus
derivados e estilbenos) (KING; YOUNG, 1999; SIRIWOHARN et al., 2004;
ANGELO; JORGE, 2007).

Os flavonoides sdo compostos de baixo peso molecular, formados por
15 atomos de carbono, dispostos na configuracdo Cg-C3-Cs. Sua estrutura
apresenta 2 aneis aromaticos (aneis A e B), unidos por trés carbonos,
formando um anel heterociclico (anel C). Importantes subclasses de
flavonoides sédo resultantes das variagbes nos substituintes do anel C (Figura
3) (ANGELO; JORGE, 2007; HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008).
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Figura 3 - Estrutura quimica dos flavonoides e de suas principais subclasses.
Fonte: ANGELO; JORGE, 2007.

Dentre os flavondis, as antocianinas constituem um grupo de compostos
que desempenha grande importancia. As antocianinas consistem em
antocianidinas na forma de glicosidios, ou seja, ligadas a um acucar. Existe
uma enorme variedade de antocianinas distribuidas na natureza, sendo que as
principais diferengas entre estas sdo o numero de grupamentos hidroxilicos, a
natureza e o niumero de acuUcares ligados, a posicao desta ligacdo e também a
natureza e o numero de acidos alifaticos ou aromaticos ligados ao acucar na
molécula (KONG et al., 2003; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009) (figura 4).
Sao pigmentos hidrossollveis possuindo coloragdes que variam do vermelho
ao azul, e sdo altamente instaveis e suscetiveis a degradacédo, sendo que sua
estabilidade é afetada por fatores como pH, temperatura, estrutura quimica,
luz, oxigénio, solventes, presencas de enzimas e ions metalicos (KONG et al.,
2003; ROSSO; MERCADANTE, 2007; CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).
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(Estrutura do anel B) (substituicio nas posictes 3 (esterificacdo das hidroxlas do
ed) aclicar)
R,=R,=H Pelargonidina D-glicose Acidos cinamicos
R;=0H,R.=H Cianidina D-galactose p-cumarico
R;=R;=0H Delfinidina D-alose Fenilico
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R,=0CH;, R; =0OH Petunidina L-arabinose
R,= R, =0CH, Malwvidina Rutinose Acidos alifaticos
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Sambubiose Maldnico
Gentiohiose Succinico

Figura 4 - Estrutura quimica das antocianinas.
Fonte: MALACRIDA; MOTTA, 2006.

Dentre os ndo flavonoides encontram-se os acidos fendlicos e os
estilbenos. Os &cidos fendlicos sé@o caracterizados por apresentarem um anel
aromatico, um ou mais grupamento hidroxila e/ou metoxila e um grupamento
carboxilico. Estes sao classificados em dois grupos: os derivados do acido
hidroxibenzoico (acidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e
siringico), que apresentam sua estrutura disposta na configuragdo Cg-Cy
(Figura 5a). e os derivados do acido hidroxicinamico (acidos cafeico, ferulico e
p-cumarico), estando dispostos estruturalmente na configuracdo Ce-C3 (Figura
5b) (TAIZ; ZEIGER, 2004; CHITARRA; CHITARRA, 2005; ANGELO; JORGE,
2007). Os estilbenos séo classificados como fitoalexinas, por serem
sintetizados pelas plantas em resposta a uma situacdo de estresse. Sua
estrutura quimica € composta por dois anéis aromaticos, unidos por 2
carbonos, dispostos na configuragdo Cs-C,-Cs. Os principais compostos
pertencentes a esta classe sédo o cis- e trans-resveratrol (Figura 5c¢) (FILHO;
PEREIRA; BAYMA, 2005).
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Figura 5 - Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoicos (a) e hidroxicinamicos
(b) e dos estilbenos (c). A
Fonte: FILHO; PEREIRA; BAYMA, 2005; ANGELO; JORGE, 2007.

Os compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes, principalmente
devido a sua capacidade redox, que permite com que atuem como agentes
redutores, doadores de hidrogénio e supressores de oxigénios singletes, além
de agirem como quelantes de metais (KAHKONEN et al.,1999; ZHENG;
WANG, 2001 JOHN; SHARIDI, 2010). Estes compostos agem tanto na etapa
de iniciagdo como na propagacédo do processo oxidativo, formando produtos
intermediarios, relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel aromético
(SOARES, 2002).

Na Figura 6 esta representada a acdo de um composto fendlico frente a
um radical livre, na qual ocorre a doacdo 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).

]
= OH o o 0
| +R* > +RH = +RH= +RH
T >

Figura 6 - Reag&o de um composto fendlico com um radical livre.
Fonte: Adaptado de NAWAR, 1996.

De acordo com a literatura a pitanga roxa apresenta, em relagéo ao teor
total de compostos fendlicos, entre 420,8 e 463,0 mg de acido galico.100g™ de
fruta fresca; e em relagdo ao teor total de antocianinas entre 136,0 e 138,7 mg
de cianidina-3-glicosideo.100g™ de fruta fresca (BAGETTI, 2009; JACQUES et

al., 2009). O &cido galico destaca-se como 0 composto majoritario, mas ha
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relatos de terem sido identificados alguns acidos fendlicos como os acidos
clorogénico, caféico, p-cumarico e ferulico, alem de alguns flavonoides como
rutina, miricetina e quercetina (KARWOWSKI, 2012).

1.3 Microencapsulacéo

A técnica de microencapsulagdo consiste no empacotamento de
materiais solidos, liquidos ou gasosos em capsulas extremamente pequenas,
que variam entre 0,2 e 5000 um (FAVARO-TRINTADE; PINHO; ROCHA, 2008;
NEDOVIC et al., 2011). O principal objetivo desta técnica é proteger o material
encapsulado de condicbes adversas, tais como luz, umidade e oxigénio,
contribuindo assim para 0 aumento de sua estabilidade. Isto ocorre devido a
capacidade que as microcapsulas apresentam de reduzir a taxa de evaporacao
e de transferéncia de material do nucleo para o ambiente, além disto,
modificam as caracteristicas fisicas do material, facilitando seu manuseio e
propiciam a liberacéo controlada do material encapsulado (SCHROOYEN; VAN
DER MEER; DE KRUIF, 2001; FANG; BHANDARI, 2010). Varios materiais
podem ser encapsulados, como acidulantes, agentes aromatizantes, corantes,
lipidios, vitaminas, minerais, enzimas e micro-organismos (FAN; BHANDARI,
2010).

A elaboracdo das microcapsulas pode ser realizada por diferentes
técnicas, como spray-dryer, spray cooling, coacervacdo, extrusao,
recobrimento em leito fluidizado, lipossomas, complexacéo por incluséo e por
liofilizacdo (FAVARO-TRINTADE; PINHO; ROCHA, 2009). A técnica de
liofilizacdo destaca-se entre as demais pela aplicacdo de baixas temperaturas,
0 que propicia a preservacdo do nucleo. Esta técnica € baseada na
desidratacdo de um produto congelado por sublimacdo, sendo realizado
primeiramente um congelamento rapido do produto seguido da sublimacao do
gelo sob vacuo (AZEREDO, 2005).

Uma série de fatores determina a escolha do agente encapsulante,
dentre os quais a nao reatividade deste com o material a ser encapsulado, o
processo utilizado para a formacédo da microcapsula e o mecanismo ideal de
liberacdo do componente encapsulado (FAVARO-TRINTADE; PINHO; ROCHA,
2008, MATALANIS; JONES; MCCLEMENTS, 2011). Os materiais utilizados na

encapsulacdo devem ser de grau alimenticio, biodegradaveis e capazes de
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formar uma barreira entre a fase interna e o meio externo, a fim de proteger o
material encapsulado das condi¢cdes ambientais e com isto manter a sua
estabilidade durante o processamento e estocagem (NEDOVIC et al., 2011).
Diversos materiais podem ser utilizados como revestimento para as
microcapsulas, como proteinas, lipideos e carboidratos, dentre os quais estao
incluidos as gomas (SHAHIDI; HAN, 1993).

Alguns tipos de materiais encapsulantes e técnicas empregadas na
microencapsulacdo podem promover liberacdo controlada do material
encapsulado, fazendo com que este seja liberado de acordo com as
necessidades especificas de cada produto. Essa liberacdo pode ocorrer em
funcdo de diferentes condigcbes, como pH e temperatura, durante o
processamento e a estocagem dos alimentos, ou em locais especificos do
organismo, no caso de farmacos, podendo ocorrer de forma gradativa ou
instantanea (WANG et al., 2007).

Quanto a morfologia, as microparticulas podem ser classificadas em
microcapsulas, nas quais 0 nucleo estd concentrado na regido central,
circundado por um filme continuo do material de parede; e em microesferas,
que € considerado um sistema matricial, onde o nucleo é uniformemente
disperso em uma matriz, permanecendo exposto na superficie (AZEREDO,
2005) (Figura 7).

(A) (B) (C)

(D) (E)

Figura 7 - Modelos de microparticulas. A: microsfera; B: microcapsula simples;
C: microcépsula simples irregular; D: microcapsula com duas paredes; E:
microcapsula com varios nucleos.

Fonte: AZEREDO, 2005.

A confirmacdo da encapsulacdo, geralmente, é realizada através da
técnica denominada Eficiencia de Encapsulacdo, que esta baseada na
diferenca entre o conteido do composto presente no interior e superficie das

microcapsulas, em relacdo ao conteudo total do composto utilizado na
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encapsulacdo (SUTTER; BUERA; ELIZALDE, 2007; SAENZ et al., 2009). Além
desta, técnicas analiticas também sdo utilizadas como Microscopia Eletrdnica
de Varredura (MEV), a qual é capaz de fornecer informacfes sobre a
morfologia e tamanho dos elementos presentes em uma amostra solida;
Difratometria de Raio-Xx, que promove a caracterizacdo microestrutural; e
Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC), que € uma técnica de analise
térmica que registra o fluxo de energia calorifica associado a transi¢cdes nos
materiais analisados em funcdo da temperatura, descrevendo assim seu
comportamento térmico. Estas analises sdo realizadas no material que se
deseja encapsular, no material encapsulante e em uma mistura fisica realizada
entre ambos e nas microcipsulas, com a finalidade de se verificar as
alteracdes que ocorreram nestes materiais apos a encapsulacédo (SHU et al.,

2006; WANG et al., 2011).

1.3.1 Microencapsulacédo de compostos bioativos

O estudo da microencapsulacdo de compostos bioativos, como de
carotenoides e de compostos fendlicos, provenientes de extratos naturais nao €
muito abrangente, sendo encontrados, principalmente, trabalhos referentes a
microencapsulacdo de compostos purificados ou sintetizados em laboratorio.
Estes estudos abordam temas como, elaboracdo e caracterizacdo das
microcapsulas, eficiéncia de encapsulacéo, taxa de liberacéo, estabilidade dos
compostos encapsulados e da sua atividade antioxidante durante o
armazenamento, sendo escassos estudos em relagdo a aplicagdo em

alimentos.

1.3.1.1 Carotenoides

Estudos referentes a encapsulacédo dos carotenoides sao relacionados,
principalmente, a estabilidade destes compostos como pigmentos e como pro
vitamina A, ndo sendo encontrados trabalhos que avaliam sua atividade
antioxidante.

O licopeno extraido de goiabas vermelhas (Psidium guajava) foi
encapsulado com goma arabica e com goma arabica e maltodextrina, por
liofilizac&o e spray-dryer. A degradacao do licopeno foi maior nos primeiros 15

dias de armazenamento, sendo a melhor estabilidade verificada para as
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capsulas de licopeno com goma arabica e maltodextrina liofilizadas. Entretanto,
a acao protetora da encapsulacdo foi menor que a protecdo oferecida pela
matriz alimentar do licopeno presente em polpa de goiaba liofilizada (MATIOLI,
RODRIGUEZ-AMAYA, 2002).

Os mesmos autores avaliaram a microencapsulacdo de licopeno
extraido de goiabas vermelhas (Psidium guajava), utlizando a-, B- e y-
ciclodextrinas como materiais de parede, pela técnica de inclusdo molecular, e
verificaram que o licopeno formou complexo somente com a B- e a y-
ciclodextrina. Apos 180 dias de estocagem o licopeno manteve-se constante no
complexo licopeno/y-ciclodextrina e reduziu cerca de 80% no complexo
licopeno/B-ciclodextrina. A méxima inclusdo molecular foi verificada com o
emprego y-ciclodextrina, quando a razdo molar foi de 1:200. O complexo
formado apresentou dispersdo em agua, mantendo a cor vermelha do
composto e mostrou excelente estabilidade a luz, apresentando 100% de
retengdo em 40 dias de monitoramento a temperatura ambiente (MATIOLI;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

A astaxantina foi microencapsulada em matriz de quitosana-
glutaraldeido, pela técnica de emulsdo multipla/evaporacéo de solvente. Foram
obtidas microcapsulas esféricas de 5 a 50 ym de didmetro. A eficiéncia de
encapsulacdo foi de 92% e apds 8 semanas de armazenamento 0 pigmento
encapsulado ndo havia sofrido isomerizacdo e degradacao quimica (HIGUERA-
CIAPARA et al., 2004).

Santos, Favaro-Trindade e Grosso (2005) avaliaram a encapsulacéo de
oleoresina de paprica, pela técnica de spray-dryer, utilizando como agentes
encapsulantes goma ardbica e granulos porosos de amido/gelatina. A
morfologia das microcapsulas foi avaliada por MEV, onde verificou-se que as
microcapsulas elaboradas com goma ardbica apresentavam formato
arredondado, com concavidades, sem poros ou rachaduras, paredes continuas
e o recheio estava distribuido em vacuolos nas paredes. Ja as produzidas com
granulos porosos de amido/gelatina apresentavam formato arredondado,
paredes formadas pela aglomeracdo dos granulos e coladas pela gelatina,
entretanto, continham poros ou intersticios. O tamanho meédio das
microcapsulas produzidas com goma e amido/gelatina foi de 16 e 20,3 um

respectivamente. A dissolu¢cdo das capsulas foi considerada excelente, pois
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estas dissolveram-se completamente apdés 5 minutos sob agitacdo mecanica
em 6leo, agua e metanol, tingindo uniformemente os solventes de vermelho.

Shu et al. (2006) realizaram a microencapsulacao de licopeno por spray-
dryer utilizando como material de parede gelatina e sacarose. A eficiéncia de
encapsulacao foi influenciada pela proporcao do nucleo em relagdo ao material
de parede, propor¢cdo de gelatina e sacarose, pressdo de homogeneizacao,
temperaturas de entrada e alimentacdo e pela pureza do licopeno. As
condi¢cGes Otimas para a encapsulacdo foram: proporcédo de sacarose/gelatina
de 3:7, e a proporcdo 1:4 entre nucleo e material de parede. O licopeno
apresentou alguma isomerizacado e degradacdo, quando exposto ao calor de
secagem, mas apresentou boa estabilidade durante o armazenamento. De
acordo com o0s resultados obtidos atraves da analise de MEV, as
microcapsulas apresentaram 2 a 15 ym de didametro, forma esférica e
superficie lisa, sendo a encapsulagédo do licopeno confirmada pela analise de
Raio-X.

A furcelana foi utilizada na encapsulac¢éo do suco de espinheiro-maritimo
(Hippophae rhamnoides L.), rico em B-caroteno, pelo processo de gelificacao
ionotrépica. O tamanho e a firmeza das capsulas foram influenciados pela
natureza e concentragdo do cétion, pelo polimero e pela proporcao de suco e
furcelana utilizados. O tamanho foi avaliado com o auxilio de um micrémetro e
verificou-se que as cépsulas de maior diametro (4,49 a 4,65 mm) foram as que
apresentaram maior concentracdo de furcelana, sendo 0 mesmo
comportamento observado em relacéo a firmeza. A eficiéncia de encapsulagéo
foi de 97% (LAOS et al., 2007).

Cristais de licopeno obtidos de tomates frescos foram encapsulados com
goma ardbica e sacarose (8:2) por spray-dryer e inclusdo molecular em [3-
ciclodextrina, seguido de liofilizagdo. As capsulas produzidas por spray-dryer
apresentaram indentacdes, sem falhas ou aberturas na superficie, observadas
pela andlise de MEV; a eficiéncia de encapsulagdo variou de 94 a 96% e
rendimento médio foi de 51%. A encapsulacéo do licopeno em [B-ciclodextrina
ocorreu apenas quando foi utilizada razdo molar de 1:4, as capsulas
apresentaram estruturas irregulares de diferentes tamanhos que eventualmente
formaram agregados. A inclusdo de licopeno foi de, aproximadamente, 50%
(NUNES; MERCADANTE, 2007).
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Blanch et al. (2007) extrairam licopeno de tomates e encapsularam com
a-, B- e y-ciclodextrinas, pela técnica de liofilizacdo e pelo processo de extracdo
em fluido supercritico. A encapsulacdo foi confirmada por espectroscopia
micro-Raman. As microcapsulas elaboradas por liofilizacdo, apresentaram
rendimento superior ao obtido para as elaboradas pelo processo de extracao
em fluido supercritico (93,8% vs 67,5%), sendo a B-ciclodextrina, o material de
parede que proporcionou maior estabilidade para o licopeno ap6s 6 meses de
armazenamento.

A extracdo de licopeno de residuos de polpa de tomate com CO;
supercritico e a microencapsulacdo em 4,5% de gelatina e 10% de poli (4cido
y-glutamico) foram realizadas no estudo de Chiu et al. (2007). Andlises de DSC
mostraram que as microcapsulas apresentaram estabilidade térmica até 120°C.
e tamanho de particula de 38,7 um, baseado na técnica de Coulter Counter.
Durante 0 armazenamento as concentracdes de cis-, trans- e licopeno total
reduziram com o aumento do tempo e da temperatura. A maior taxa de
liberacdo do licopeno ocorreu na faixa de pH entre 5,5 e 7,0; na faixa de pH de
2,0 a 3,5 néo foi verificada a liberacao de licopeno.

A microencapsulacéo de -caroteno por spray-dryer utilizando amido de
mandioca, amido de mandioca modificado e maltodextrina foi realizada por
Loksuwan (2007). O autor verificou que o amido de mandioca modificado
apresentou melhor retencdo de B-caroteno durante o processo de secagem,
maior eficiéncia de encapsulacao e maior solubilidade em agua fria.

Rascon et al. (2011) avaliaram o desempenho de goma ardbica e
proteina de soja isolada, na microencapsulacdo de oleoresina de paprica por
spray-dryer. Os resultados demonstraram que a retencao de carotenoides nas
microcapsulas aumentou a medida que a temperatura de secagem foi
aumentada de 160 a 200 °C, em ambos os tratamentos. Estes autores também
verificaram que a estabilidade méaxima a oxidagdo dos carotenoides foi
observada para microcdpsulas preparadas com goma arabica e proteina
isolada de soja, que apresentaram atividade de &agua de 0,274 e 0,710,
respectivamente.

Licopeno foi microencapsulado por spray-dryer, utilizando amido
modificado (Capsul®) no estudo realizado por Rocha et al. (2012). Seus

resultados demonstraram que a eficiéncia de encapsulagéo variou de 21 a 29%
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e as capsulas apresentaram morfologia arredondada com concavidades e
variacdo de tamanho, conforme resultados obtidos por MEV. Observou-se que
a microencapsulacdo proporcionou maior protecéo ao licopeno. No estudo da
aplicacao das capsulas em bolos, pode-se observar que houve a liberacdo do
pigmento.

O extrato de pimenta vermelha (Capsicum annum L.), rico em
carotenoides (pro-vitamina A) e tocoferois (vitamina E), foi microencapsulado
por spray-dryer utilizando goma arabica no trabalho realizado por Romo-
Hualde et al. (2012). Neste estudo observou-se que as microcapsulas
apresentaram forma esférica com tamanho médio de 5,46 um obtidos por MEV.
Resultados de TGA demonstraram estabilidade térmica até 200°C, além disto a
microencapsulacdo do extrato aumentou a estabilidade dos compostos

presentes durante os 35 dias de armazenamento.

1.3.1.2 Compostos fendlicos

Kosaraju, D’ath e Lawrence (2006) encapsularam extrato de folha de
oliveira (Olea europaea), rico em compostos fendlicos, em matriz de quitosana
por spray-dryer. A encapsulacdo do extrato foi confirmada pelas técnicas de
DSC e FTIR, sendo que a atividade dos compostos fendlicos foi mantida apds
o processo de secagem. O total de compostos fendlicos presentes nas
microcapsulas de extrato de folha de oliveira foi de 27%.

A encapsulacdo por liofilizacdo do extrato de amora silvestre (Rubus
chamaemorus), 0s quais sao ricos em compostos fendlicos, 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 0s
diferentes materiais de parede, os autores observaram que as microcapsulas
de maltodextrina DE5-8 apresentaram maior rendimento e eficiéncia de
encapsulacdo, alem de oferecer maior protecdo aos compostos fendlicos
durante o armazenamento.

Deladino et al. (2008) encapsularam extratos liofilizados de erva mate
(llex paraguariensis), ricos em compostos fendlicos, nas matrizes de alginato
de célcio e alginato de calcio com revestimento de quitosana, pelas técnicas de

coacervacdo simples e complexa. Foi observado que as microcipsulas de
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alginato de calcio sem o revestimento apresentaram maior teor de compostos
fendlicos e maior percentual de liberacdo destes compostos em agua.

O extrato metandlico da erva de S&o Joao (Hypericum perforatum), rico
em compostos fendlicos, foi microencapsulado por liofilizacdo utilizando g-
ciclodextrina. A eficiéncia de encapsulacédo foi de 27,5, 30,0 e 35,0% para
catequina, epicatequina e quercetina, respectivamente, sendo confirmada pelas
técnicas de DSC e RMN. A B-ciclodextrina proporcionou protecdo contra a
degradacédo térmica dos compostos presentes no extrato. Deste modo, devido
ao alto potencial antioxidante e estabilidade térmica, os autores sugeriram que
as microcapsulas podem ser utilizadas na formulacdo de alimentos funcionais,
inclusive daqueles submetidos ao processamento térmico
(KALOGEROPOQULOS et al., 2010).

A microencapsulacdo de compostos fendlicos de extratos de groselha
preta (Ribes nigrum L.) em matriz de maltodextrinas com diferentes graus de
dextrose equivalente (DE11, DE18, DE21) e inulina, pela técnica de spray-
dryer, foi avaliada por Bakowska-Barczak; Kolodziejczyk (2011). A
maltodextrina DE11 apresentou maior rendimento e também ofereceu maior
protecdo para os compostos fendlicos durante 12 meses de armazenamento a
8° e 25°C, preservando a atividade antioxidante destes compostos.

Extratos fendlicos de bayberry (Myrica rubra Sieb. et Zucc.) foram
microencapsulados pelo método de separacdo de fases, utilizando-se como
material de parede etil celulose. Os resultados obtidos apontam que a
microencapsulacdo melhorou a estabilidade dos compostos fendlicos,
preservando sua atividade antioxidante. As microcapsulas apresentaram
superficie lisa, e tamanho que variou de 10 a 97 ym. Em fluido gastrico a taxa
de liberacdo dos compostos fendlicos foi de 2,56 a 15,14%, sendo
significativamente superior em fluido intestinal (até 87,37%) (ZHENG et al.,
2011).

Extrato de prépolis, rico em compostos fendlicos, foi encapsulado por
coacervacdo complexa com proteina isolada de soja e pectina como agente
encapsulante. A eficiéncia de encapsulacao variou de 66,12 a 72,01%, sendo o
processo de encapsulacdo efetivo para preservar compostos fendlicos e
flavonoides durante 6 meses de armazenamento, preservando também a

atividade antioxidante e antimicrobiana do extrato (NORI et al., 2011).
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Sansone et al. (2011b) microencapsularam extratos de Fadogia
ancylantha, Melissa officinalis e Tussilago farfara, todos ricos em compostos
fendlicos, na matriz de maltodextrina/pectina pela técnica de spray-dryer. A
encapsulacado foi confirmada por diferentes técnicas, como MEV, DSC e Raio
X. Néo houve alteracdo significativa do conteudo de polifenois, atividade
antioxidante, assim como no conteudo de umidade das capsulas sob severas
condicdes de estocagem. Além disto, a encapsulacdo melhorou a taxa de
dissolucéo.

Rosa (2012) avaliou a encapsulacéo de extrato fendlicos de amora preta
(Rubus fruticosus) em matrizes de [-ciclodextrina, quitosana, xantana e
hidrogel de xantana e quitosana, pelo método de liofilizacdo. Os encapsulados
apresentaram caracteristicas distintas ao extrato fendélico na sua forma pura, o
gue foi comprovado pelas técnicas de MEV, DSC e TGA, ocorrendo a formacao
de capsulas de formato caracteristico com as matrizes quitosana e xantana. A
eficiéncia de encapsulacdo dos compostos foi dependente do revestimento

utilizado.

1.3.2 Materiais utilizados na microencapsulacao
1.3.2.1 Goma Arabica

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

Estruturalmente (Fig. 8), a goma ardbica € um heteropolissacarideo
complexo que apresenta estrutura muito ramificada. Sua cadeia principal &
formada por unidades de D - galactose, unidas por ligacdes glicosidicas em [3-
D-1,3, apresentando diferentes estruturas em suas cadeias laterais, como D -
galactose, L-ramnose, L-arabinose e acido D-glucurénico, as quais estédo
ligadas & cadeia principal por ligagdes B-1,6 (BE MILLER; WHISTLER, 1996;
MCNAMEE; O’'RIORDAN; O’SULLIVAN, 1998).
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Figura 8 - Estrutura quimica da goma arabica.
Fonte: GUILHERME, 2006.

Esta heteroglicana complexa é composta por duas fracfes: a primeira é
formada por polissacarideos, com nenhum ou pouco material nitrogenado,
correspondendo a 70% da molécula; e a segunda, de maior peso molecular,
apresenta uma proteina como parte integrante em sua estrutura. Na segunda
fracdo os polissacarideos sao ligados covalentemente a proteina por ligacdes
ao aminoacido hidroxiprolina e talvez a unidades de serina. O total de proteina
presente nesta fracdo € de aproximadamente 2%, sendo que as fracdes
especificas podem conter até 25% (BE MILLER; WHISTLER, 1996; RIBEIRO;
SERAVALLI, 2004).

Em alimentos, esta goma € utilizada como emulsionante e estabilizador
de emulsdes do tipo 6leo em agua. Apresenta compatibilidade com elevadas
concentracbes de acucar, fazendo com que tenha seu uso generalizado em
confeitos que apresentam alto teor de acucar e baixo teor de agua (BE
MILLER; WHISTLER, 1996).

A goma arabica é amplamente utilizada no processo de encapsulacéo
de compostos lipossoluveis, como limoneno (KAUSHIK, ROOS, 2007), éleo de
soja (MCNAMEE; O’'RIORDAN; O’'SULLIVAN, 1998), azeite de oliva (CALVO et
al., 2010), pigmentos do grupo dos carotenoides (ROCHA, 2009; QV; ZENG;
JIANG, 2011; RASCON et al., 2011) e flavors (KRISHNAN; KSHIRSAGAR;
SINGHAL, 2005; YEO et al., 2005), devido a formacdo de uma emulséo estavel
e retencdo dos compostos volateis, respectivamente. Também ja foi utilizada

como material encapsulante de enzimas (RAMAKRISHNAN et al., 2007).
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1.3.2.2 Goma Xantana

A goma xantana € um polissacarideo extracelular produzido por micro-
organismos da espécie Xanthomonas, sendo produzida comercialmente por
Xanthomonas campestris (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004). Esta goma apresenta
solubilidade tanto em agua fria quanto em agua quente, suas solucdes séo
altamente pseudoplasticas e a viscosidade é muito estavel em relacdo a
amplas faixas de pH e temperatura (SWORN, 2000).

Estruturalmente  (Fig. 9), esta goma consiste em um
heteropolissacarideo que apresenta como estrutura primaria uma cadeia
composta de unidades repetidas de B-D-glicose unidas por ligagdo 1-4,
contendo ramifica¢des constituidas de p-D-manose - 1,4-B-D-&cido glicurdnico -
1,2-a-D-manose, podendo conter &cido pirtvico e acético. Suas ramificacfes
ocorrem em unidades alternadas de B-D-glicose, sendo as ligacbes com as
unidades de p-D-manose do tipo O-3. E considerada um polimero aniénico
devido a presenca dos grupos carboxilicos em sua estrutura (GARCIA-
OCHOA et al., 2000).
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Figura 9 - Estrutura quimica da goma xantana.
Fonte: NERI et al., 2008

Em alimentos, a goma é utilizada como agente espessante e
estabilizante, sendo também utilizada em formulagbes farmacéuticas,
cosmeéticos e produtos agricolas. Nao apresenta a capacidade de formar geis,
porém em associacdo com galactomanas atua como agente gelificante
(GARCIA-OCHOA et al., 2000). Tem sido empregada como material

encapsulante de enzimas (ELCIN, 1995; LIU et al., 2011), micro-organismos
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(SUN; GRIFFITHS, 2000; JIMENEZ-PRANTEDA et al., 2012), e de compostos

fendlicos presentes em extratos de amora-preta (ROSA, 2012).

1.3.2.3 Quitosana

A quitosana € um polissacarideo de origem animal encontrado no
exoesqueleto de insetos, crustaceos e fungos. E obtida, quimicamente, por
desacetilagdo do polimero quitina, na presenca de alcalis, e naturalmente, por
alguns fungos. Apresenta solubilidade em solucdes de acidos dliluidas em pH
abaixo de 6,0, sendo insoluvel em agua. Em solugcédo apresenta comportamento
pseudoplastico e a viscosidade aumenta com a reducdo da temperatura e com
o0 aumento do grau de desacetilacdo (DASH et al., 2011).

Estruturalmente (Fig. 10), consiste em um copolimero composto de 2-
amino-2-desoxi-D-glicose e 2-acetamido-2-desoxi-D-glicose, unidos por ligacéo
B-1,4. Sua composicao é variavel em funcdo do grau residual de desacetilacao.
E considerada um polimero policatibnico devido a presenca de grupamentos
amino em sua estrutura (GOY; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2004; DASH et al.,
2011).
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Figura 10 — Estrutura quimica da quitosana.
Fonte: DASH et al., 2011.

Este polimero vem sendo utilizado no tratamento de 4gua como agente
guelante, floculante e clarificante; na medicina e biotecnologia, como
antitumoral, anticoagulante, cicatrizante, fungicida e bactericida; em
cosmeéticos, como encapsulante de fragrancias, pigmentos e substancias
ativas; e no processamento de alimentos, na remocdo de corantes e
substancias &cidas, como espessante e estabilizante para molhos, na
clarificacdo de vinhos e na protecdo de frutos, na forma de coberturas
comestiveis (GOY; ASSIS; CAMPANA-FILHO, 2004).
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Na microencapsulacéo tem sido utilizada no revestimento de enzimas
(PARK, 2007; BRIONES; SATO, 2010; LIU et al, 2011), lipideos
(KLAYPRADIT; HUANG, 2008), farmacos (SINHA et al., 2004; SHUKLA;
TIWARI, 2012), corantes naturais (HIGUERA-CIAPARA, 2004; PARIZE;
SOUZA; BRIGHENTE, 2008) e antioxidantes como, acido lipoico
(WEERAKODY; FAGAN; KOSARAJU, 2008), astaxantina (KITTIKAIWAN,
2007) e compostos fendlicos presentes em extrato de folha de oliva
(KOSARAJU; D’ATH; LAWRENCE, 2006), amora-preta (ROSA, 2012), plantas
medicinais (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2011) e erva mate (DELADINO et
al., 2008).

1.3.2.4 Goma Tara

A goma tara é uma galactomanana extraida do endosperma da semente
da Caesalpinia spinosa. Quando comparada as demais galactomananas, esta
goma apresenta solubilidade em agua intermediéria entre a goma guar (soltvel
em agua fria) e a goma locusta (soluvel em agua quente). Isso ocorre, porque
moléculas com maior quantidade de galactose sdo mais sollveis em agua
(PICOUT et al, 2001).

As solucdes aquosas de goma tara, mesmo em baixas concentracoes,
apresentam alta viscosidade e suas propriedades reolégicas sdo pouco
afetadas por variacbes no pH, temperatura e adicdo de ions. Em baixas taxas
de cisalhamento estas solu¢Bes apresentam comportamento pseudoplastico
com regido newtoniana (SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONCALVES, 2005).

Consiste em um polissascarideo composto de uma cadeia principal
formada de unidades B-D-manose unidas por ligacfes glicosidicas do tipo 1-4,
com ramificagbes formadas por unidades de B-D-galactose, que estdo ligadas
no carbono 6 por ligacdes do tipo a-1,6 (Fig. 11) (POLLARD, FISHER, 2006). A
razdo entre as moléculas de [B-D-manose e [p-D-galactose é de 3:1,
respectivamente (SITTIKIJYOTHIN; TORRES; GONCALVES, 2005).
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Figura 11 — Estrutura quimica da goma tara.

Fonte: SITTIKIJYOTHIN, TORRES e GONCALVES, 2005.
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Esta goma é utilizada em alimentos como agente espessante, e assim
como as demais galactomananas, € capaz de interagir com diversos
polissacarideos, como com goma xantana, agar e carragenana, tornando-se
assim um agente gelificante (VIEBKE; PICULELL, 1996; LUCYSZYN et al.,
2006). Ainda nao foi utilizada na encapsulacao de compostos.

1.3.2.5 Hidrogeis
1.3.2.5.1 Hidrogel de goma xantana com goma tara

As gomas xantana e tara, isoladas, formam somente solucdes, porém
quando misturadas sao capazes de formar um gel transparente e
termorreversivel (MORRIS, 1995).

A tendéncia das galactomanas interagirem, sinergicamente, com a goma
xantana esta relacionada com a razdo M:G (manose:galactose) que estas
apresentam, sendo que quanto maior a razdo M:G, mais forte sera o gel
formado (MORRIS, 1995). Ao longo da estrutura das galactomananas, os
residuos de galactose ndo sao distribuidos uniformemente, na qual algumas
regibes apresentam-se sem galactose e outras com muitos residuos deste
monossacarideo, sendo que as regides sem galactose sdo as que favorecem a
interacdo com a molécula de xantana (Fig. 12) (GARCIA-OCHOA et al.,
2000).
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Figura 12 - Estrutura quimica no hidrogel de goma xantana e goma tara.
Fonte: GARCIA-OCHOA et al., 2000.

Em solug¢des aquosas, quando dissolvida a baixa temperatura, a goma
xantana muda sua conformacéo, adotando uma conformacéo de hélice rigida,
comparavel as moléculas de DNA, que permite uma melhor interagcdo com as
moléculas de galactomananas (GARCIA-OCHOA et al., 2000; MAO; ZENG;
CHEN, 2012).

Hidrogeis formados entre goma xantana e outras galactomananas, como
a goma guar, ja foram utilizados como matriz hidrofilica para liberacdo
controlada de teofilina (VENDRUSCOLO, et al, 2005) e diclofenaco de sédio
(UGHINI, 2005) em forma de comprimidos e também como matriz para
formulacbes de &cido ascérbico (KOOP, et al., 2009). No entanto, o hidrogel
formado entre as gomas xantana e tara ainda n&o foi utiizado como

encapsulante.

1.3.2.5.2 Hidrogel de goma xantana com quitosana

A quitosana apresenta seus grupamentos amino carregados
positivamente em pH inferior a 6,5, e por isto possui a capacidade de interagir
com materiais negativamente carregados, como enzimas, &cidos nucleicos,
polissacarideos, células, entre outros (ARGIN-SOYSAL et al., 2009).

O hidrogel de goma xantana com quitosana é formado pela interacdo
entre estes dois polimeros que apresentam cargas opostas, podendo ocorrer
por forcas eletrostaticas, pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas, forcas
de Van de Waals ou pela combinacéo destas interacbes (LEE et al., 1999). A
rede de hidrogel é formada através das interacdes entre 0s grupamentos amino

presentes na estrutura da quitosana e dos grupamentos carboxilicos presentes
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na estrutura da goma xantana (Fig. 13), resultando em um gel polieletrdlito
insolavel (CHELLAT et al., 2000; ARGIN-SOYSAL et al., 2009).

paa e

Figura 13 — Estrutura quimica no hidrogel de goma xantana e quitosana.
Fonte: CHELLAT et al., 2000.

A formacédo do hidrogel pode afetar fortemente as propriedades dos
polimeros, em relacdo aos compostos isolados, como solubilidade, reologia,
condutividade elétrica, propriedades mecanicas, permeabilidade e turbidez das
solucgdes; a estabilidade do hidrogel depende de fatores como temperatura, pH,
solvente e forca idnica (LEE et al., 1999).

Este hidrogel permite a liberacdo controlada de materiais como agentes
terapéuticos, enzimas e bactérias, sendo alvo de estudos para liberacao
controlada de produtos encapsulados para administragéo oral, pois apenas sao
produzidos metabdlitos ndo toxicos durante sua degradacdo por apresentar
resisténcia relativamente alta a acdo enzimatica (CHELLAT et al.,, 2000;
MAGNIN; DUMITRIU; CHORNET, 2003). O hidrogel foi utlizado na
encapsulacdo de enzimas (LIU, et al., 2011) e de compostos fendlicos

presentes em extratos de amora-preta (ROSA, 2012).



2 Material e Métodos
2.1 Materiais

As pitangas roxas foram obtidas em uma propriedade rural localizada na
cidade de Pelotas/RS, na safra de 2011/2012.

Como agentes encapsulantes foram utilizados quitosana (Q) de peso
molecular médio (Sigma Aldrich), goma xantana (X) (Sigma Aldrich), goma tara
(T) (Gastronomy Lab) e goma arabica (A) (Synth). Para a determinacdo da
atividade antioxidante utilizou-se 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) (Sigma
Aldrich). Os demais reagente foram de grau PA, para realizar as analises em
espectrofotometro; e de grau HPLC para as analises por cromatografia liquida
de alta eficiéncia.

2.2 Obtencéo do suco de pitangas roxas

A extracdo do suco das pitangas roxas foi realizada com o auxilio de
uma centrifuga de frutas (Britania BRCT 800). O suco foi acondicionado em
garrafa PET (Poliéster Termoplastico Tereftalato) e submetido a congelamento
em ultrafreezer a -80°C até o momento da realizacdo das analises referentes a

sua caracterizacdo e encapsulacéo.

2.3 Obtencéao dos hidrogeis (H)
2.3.1 Hidrogel de goma xantana com goma tara (HXT)

A obtengcdo do hidrogel de xantana com goma tara foi realizada de
acordo com o método descrito por Vendruscolo et al. (2005) e Koop et al.
(2009), com algumas adaptacgdes. Inicialmente foram preparadas solu¢des de
ambas as gomas na concentracado de 0,5%. Para o preparo das solugdes as
gomas foram dissolvidas lentamente em agua, a temperatura entre 20 e 25 °C,
sob agitacdo constante até sua completa dissolucdo. As solucdes foram
misturadas, na proporcao 1:1, sendo submetidas a agitacdo por 10 minutos.
Apés a formacgéo do hidrogel, o mesmo foi submetido ao congelamento a -80°C

e a liofilizacdo em equipamento LIOBRAS L101.
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2.3.2 Hidrogel de goma xantana com quitosana (HXQ)

A elaboracdo do hidrogel de xantana com quitosana foi realizada de
acordo com o método descrito Martinez-Ruvalcaba, Chornet e Rodrigue (2009),
com algumas adaptacoes. Cerca de 6,59 de quitosana foram dissolvidas em
300mL de solucéao 0,1M de HCI, sob agitacédo, a temperatura entre 20 e 25 °C.
Apéds a completa dissolucdo da quitosana a solucéo foi neutralizada com NaOH
0,2M até pH 5,6, sendo o volume completado a 1000mL com agua destilada. A
solucéo de xantana foi preparada dissolvendo-se 6,59 da goma em 1000mL de
agua destilada, sendo submetida a agitacdo até sua completa dissolucéo, a
temperatura entre 20 e 25 °C. Para a formacdo do hidrogel, a solucdo de
xantana foi adicionada a solucdo de quitosana, permanecendo a mistura sob
agitacao por 10 minutos, a temperatura entre 20 e 25 °C. Apo6s a formacéao do
hidrogel, o conteudo foi filtrado e lavado com agua destilada, com a finalidade
de remover a quitosana superficial, sendo entdo submetido ao congelamento a

-80°C e a liofilizacdo em equipamento LIOBRAS L101.

2.4 Elaboracédo das microparticulas

A microencapsulagéo do suco de pitanga roxa utilizando como material
de parede A, Q, HXQ, X, HXT e T foi realizada pela técnica de liofilizacéo, de
acordo com o método descrito por Pralhad & Rajendrakumar (2004) e Laine et
al. (2008), com adaptacbes. Para a elaboracdo das microparticulas,
primeiramente, realizou-se a dissolucdo dos materiais de parede, em seguida
adicionou-se o suco de pitanga roxa, na propor¢cao 1:1 em relacdo ao teor de
sélidos do suco. A mistura foi agitada por 3h, sendo, posteriormente, submetida

ao congelamento a -80°C e a liofilizacdo em equipamento LIOBRAS L101.

2.5 Elaboracgéo das misturas fisicas (MF)
A elaboracdo das misturas fisicas foi realizada pela homogeneizac¢édo do
suco de pitanga liofilizado com o respectivo material de parede (A, Q, HXQ, X,

HXT e T), com o auxilio de gral e pistilo, na proporgéo 1:1.
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2.6 Caracterizacao do suco de pitanga roxa
2.6.1 Extrato seco

O extrato seco foi determinado segundo a metodologia AOAC (2005).
Colocou-se 20mL das amostras em banho-maria, em agua fervente, até que o
residuo ficasse com aparéncia seca. Em seguida, levou-se as amostras a
estufa & 105 °C, durante uma hora. Os resultados foram expressos em % de

matéria seca.

2.6.2 Conteudo total de carotenoides

A determinacéo do conteudo total de carotenoides foi realizada segundo
o método descrito por Rodriguez Amaya (2001), com adaptacdes. Pesou-se 5¢g
de amostra e 2g de celite, adicionou-se 20mL de acetona gelada, agitando-se o
conteddo por 10 minutos. O material foi filtrado em funil de Biuichner com papel
filtro, lavando a amostra com acetona até que o extrato ficasse incolor. O
filtrado foi transferido para um funil de separacao, onde acrescentou-se 30mL
de hexano e 30mL de agua destilada. Descartou-se a fase inferior, adicionou-
se novamente agua destilada e repetiu-se o procedimento por 4 vezes para
ocorrer a remogéo total da acetona. Transferiu-se o extrato superior para um
baldo volumétrico de 50mL, completando-se o volume com hexano. Realizou-
se a leitura em espectrofotbmetro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a 470nm, usando
hexano como branco, sendo o contetido total de carotenoides determinado pela
equacdo 1 e os resultados expressos em pg de Licopeno.g™ de amostra.

o _ ABS x50mL x1000000
3450x100x g

(eq. 1)

Em que, C= Conteudo de carotenoides da amostra, ABS= absorbancia, g=

gramas de amostra.

2.6.3 Carotenoides individuais

Do extrato que foi avolumado em baldo volumétrico de 50mL e utilizado
para realizar a leitura em espectrofotdmetro do conteudo total de carotenoides,
foram retirados 25mL. A estes foram adicionados 25mL de solucdo de KOH
1,5M em etanol, realizando-se entdo a saponificacdo a frio por 18h na auséncia
de luz. Apds adicionou-se hexano para ocorrer a separacdo das fases,

removendo o extrato que foi concentrado em rotaevaporador a 35°C e



43

dissolvido na fase mavel inicial (metanol:acetonitrila, 30:70 v/v). O extrato
diluido foi transferido para tubos de eppendorf e centrifugado nas condi¢fes de
3420g por 10 minutos. Aliquotas do sobrenadante (25uL) foram injetadas em
um sistema HPLC-Shimadzu, com injetor automatico, detector UV-visivel a
450nm, coluna de fase reversa Ultracarb ODS (30) (5um, 4,6mm x 150mm)
com fase estaciondria octadecil e uma coluna de guarda CLC-GODS (4) com
fase estacionaria de octadecil, ambas pré acondicionadas a 25°C.

sistema HPLC-Shimadzu usando detector UV-visivel a 450nm. A
separacao foi efetuada utilizando um sistema de eluicdo por gradiente de
metanol, acetonitrila e acetato de etila, com um fluxo de 1mL.min™, iniciando a
corrida com a fase mével composta de 30% de metanol e 70% de acetonitrila,
na qual permaneceu por 10 minutos; sendo modificada gradualmente para 10%
de metanol, 80% de acetonitrila e 10% de acetato de etila até os 35 minutos;
apos modificada gradualmente para 5% de metanol, 80% de acetonitrila e 15%
de acetato de etila até os 40 minutos; a partir dos quais retornou a fase mével
inicial até os 45 minutos. Para a identificacdo e quantificacdo dos compostos
foram utilizadas curvas de padrbes preparadas com o0s padrdes
cromatograficos correspondentes a 3-caroteno (Bio Chemika, = 98,0 %), luteina
(Sigma, = 98,0 %), zeaxantina (ChromaDex, = 83,6 %) e licopeno (ChromaDex,

> 74,7 %), sendo os resultados expressos em g do composto.g™ de amostra.

2.6.4 Conteudo total de compostos fendlicos

A quantificacdo do total dos compostos fendlicos foi realizada segundo o
procedimento descrito por Swain e Hillis (1959) com algumas adaptacfes. Na
extracdo dos compostos fendlicos, 5g de amostra foram adicionadas de 20mL
de alcool metilico, sendo estes submetidos a agitacdo por 1h e centrifugacéo a
3420g por 10 minutos. Para a realizagédo da reagdo, em um tubo de Falcon
foram adicionados 4mL de agua destilada, 150uL de alcool metilico, 100uL do
extrato e 250 yL de Folin-Ciocalteau 0,25M , agitou-se, deixando-se reagir por
3 minutos. Apos este periodo foram adicionados 500uL de carbonato de sodio
1M deixou-se reagir por 2h, sendo realizada a leitura em espesctrofotometro
(JENWAY 6705 UV/Vis.) em 725nm. Para a quantificacdo dos compostos
fendlicos utilizou-se uma curva de padrdo preparada com acido galico, sendo

os resultados expressos em mg de acido galico (EAG). 100g™* de amostra.



44

2.6.5 Compostos fendlicos individuais

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada segundo o método
descrito por Hakkinen, Karenlampi e Heinonen (1998), com adaptacdes. Cinco
gramas de amostra foram dissolvidas em 30 mL de metanol e apds foram
adicionados 4,9 mL de acido cloridrico P.A. O extrato foi homogeneizado em
banho de agua a 35°C, na auséncia de luz por 24h. Ap6s este periodo, a
mistura foi filtrada e o sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador a 40°C
por cerca de 30 minutos. O residuo concentrado foi redissolvido em metanol
até o volume final de 15 mL, o qual foi centrifugado (3420g por 10 minutos).
Retirou-se uma aliquota do sobrenadante (30uL) para injetar no cromatografo.
O cromatégrafo consistiu no sistema HPLC-Shimadzu, com injetor automatico,
detector UV-visivel a 280nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5um,
4,6mm x 150mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda
CLC-GODS (4) com fase estacionaria de octadecil, ambas pré acondicionadas
a 25°C.

A fase movel consistiu no gradiente de elui¢ao utilizando solu¢do aquosa
de &cido acético (99:1, v/v) e metanol, com fluxo de 0,8 mL.min, e um tempo
total de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por Zambiazi
(1997). O gradiente consistiu inicialmente de 100% de solu¢do aquosa de acido
acético (99:1, v/v), permanecendo até os 25 minutos, a partir dos quais foi
modificada para 60% de metanol e 40% de solucdo aquosa de acido acético
(99:1, v/v) gradualmente até 37 minutos, sendo entdo modificada para 95% de
solucéo aquosa de acido acético (99:1, v/v) e 5% de metanol gradualmente até
0s 42 minutos, retornando a fase mavel inicial aos 45 minutos. Os compostos
fendlicos individuais foram identificados e quantificados com base da curva de
calibracdo de padrdes, os quais foram dissolvidos em metanol, incluindo a
quercetina (Sigma, = 98,0 %), acido ferulico (Sigma Aldrich, = 99,0 %),
epicatequina (Sigma, = 90,0 %), &cido galico (Fluka, = 98,0 %), acido elagico
(Fluka, = 96,0 %), catequina (Sigma = 98,0%), miricetina (Bio Chemika, = 95,0
%) e kaempferol (Bio Chemika, = 95,0 %). Os resultados foram expressos em
mg do composto.100g™* amostra.
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2.6.6 Compostos antocianicos

A determinacéo do total de antocianinas foi realizada segundo o método
descrito por Lees & Francis (1972), com algumas adaptacdes. Em um béquer
coberto com papel aluminio pesou-se 1g de amostra, adicionou-se 25mL de
alcool etilico acidificado (pH 1,00) com &cido cloridrico e deixou-se por 1h em
repouso, agitando a cada 5 minutos. ApGs esse periodo, filtrou-se a amostra
com o auxilio de um funil e algoddo para um baldo volumétrico de 50mL e
avolumou-se com o etanol acidificado. A leitura foi realizada em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.) a 520nm, usando alcool etilico
acidificado como branco. O caélculo da concentracdo de antocianinas foi
baseado na Lei de Beer e os resultados foram expressos em mg de cianidina

3-glicosidio.100 g™ de amostra.

2.6.7 Antividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada através da capacidade dos
compostos presentes nas amostras em sequestrar o radical estavel DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila). Para isto 0,1 g de amostra foram dissolvidas em 10 mL
de 4gua, deste extrato, pegou-se 300 pL nos quais foram adicionados 3,7 mL
da solucdo de DPPH. Ap6s 30 minutos foram realizadas leituras em
espectrofotometro (JENWAY 6705 UV/Vis.), no comprimento de onda de
517nm. A atividade antioxidante foi expressa em percentual de inibicdo do

radical DPPH por 1 mg de amostra, sendo calculada através da equacao 2.

% Inibicio — Absorbancia do branco — Absorbincia da amostra 100
o lmbicao = Absorbincia do branco ¥ (eq.2)

2.7 Caracterizacdo das microparticulas
2.7.1 Eficiéncia de encapsulagéao (EE)

Devido ao suco de pitanga roxa apresentar compostos bioativos
lipossoluveis e hidrossoluveis, a eficiéncia de encapsulacdo foi realizada
levando em consideracdo essas duas classes de compostos. Para representar
ambas as classes foram avaliados o teor de carotenoides e de compostos

fendlicos.
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A eficiéncia de encapsulacdo dos carotenoides foi realizada segundo o
método descrito por Sutter, Buera e Elizalde (2007). Para realizar a
quantificacdo dos carotenoides presentes na superficie das microparticulas,
adicionou-se em um tudo de ensaio 0,1g de amostra e 5mL de hexano, agitou-
se em um agitador vortex por 10 segundos, centrifugou-se a 3420g por 10
minutos, recolhendo o sobrenadante. Para a quantificagdo do total de
carotenoides presentes dentro e fora das microparticulas, realizou-se a
dispersdo das microparticulas em 5mL de hexano, agitou-se vigorosamente
para a remoc¢ao do total de carotenoides e filtrou-se com algodao para um
baldo de 10mL, lavando-se o residuo com hexano. Ambas as fracdes
recolhidas foram avaliadas espectrofotometricamente em 470 nm quanto ao
teor total de carotenoides.

O resultado foi expresso em percentual de carotenoides encapsulados,
sendo o célculo realizado através da equacao 3. O total de carotenoides e 0s
carotenoides da superficie foram calculados de acodo com o item 2.6.2

(expressos em g de Licopeno.g™ de amostra)

total de carotenoides — carotenoides da superficie
total de carotenoides

%EE = x100 (eq.3)

A eficiéncia da encapsulacdo dos compostos fendlicos foi realizada segundo o
método descrito por Deladino et al. (2008) e Laine et al. (2008), com algumas
adaptacdes. Para realizar a quantificacdo dos compostos presentes na
superficie, pesou-se 0,1g das microparticulas, adicionou-se 5mL de metanol,
agitou-se em agitador vortex por 10 segundos e centrifugou-se a 3420g por 10
minutos, sendo posteriormente recolhida a fracdo de metanol. Para a
quantificacdo do total de compostos presentes dentro e fora das
microparticulas, pesou-se 0,1g das microparticulas, adicionou-se 5mL de agua
guando se utilizou as gomas (LAINE et al., 2008) e 5mL de acido cloridrico
0,1M para a quitosana (KOSAJARU; D’ATH; LAWRENCE, 2006), para
propiciar o rompimento das particulas. Ambas as fracdes recolhidas foram
avaliadas quanto ao seu teor total de compostos fendlicos pelo método de
Folin-Ciocalteau (SWAIN; HILLIS, 1959).
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O resultado foi expresso em percentual do total de compostos fendlicos
encapsulados, sendo o calculo realizado através da equacdo 4. O total de
compostos fendlicos e os compostos fendlicos da superficie foram calculados
de acodo com o ftem 2.6.4 (expressos em mg de &cido galico. 100g™ de

amostra).

total de compostos fenolicos — compostos fenolicos da sup erficie

%EE = x100

total de compostos fenolicos

(eq.4)

2.7.2 Atividade antioxidante
A determinacdo da atividade antioxidante das microparticulas foi

realizada de acordo com o procedimento descrito no item 2.6.7.

2.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise morfolégica do S, A, Q, HXQ, X, HXT e T, das misturas fisicas
MFSA, MFSQ, MFSHXQ, MFSX, MFSHXT e MFST e das microparticulas de
SA, SQ, SHXQ, SX, SHXT e ST, foi realizada com o auxilio de um microscopio
eletronico de varredura JEOL modelo JSM-6060 LV. As amostras foram fixadas
em um suporte metdlico com auxilio de uma fita dupla-face de carbono e
recobertas com uma fina camada de ouro. A visualizacdo foi realizada em
aumentos de 300 a 2200 vezes, com uma voltagem de excitagdo de 10 a 15
kV.

2.7.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A andlise de DSC do S, A, Q, HXQ, X, HXT e T, das misturas fisicas
MFSA, MFSQ, MFSHXQ, MFSX, MFSHXT e MFST e das microparticulas de
SA, SQ, SHXQ, SX, SHXT e ST foi realizada em equipamento TA Instruments
modelo DSC Q20. Para cada amostra, 10 mg foram aquecidos em recipientes
de aluminio a uma taxa de 10 °C.min™ entre 25 e 280 °C, com um fluxo de

nitrogénio de 40mL. min™.

2.7.5 Difratometria de Raio-X
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A caracterizacdo do S, A, Q, HXQ, X, HXT e T, das misturas fisicas
MFSA, MFSQ, MFSHXQ, MFSX, MFSHXT e MFST e das microparticulas de
SA, SQ, SHXQ, SX, SHXT e ST foi realizada em Difratbmetro de raios-x (X'pert
PRO Multi-Purpose, PanAnalytical), onde a fonte de raios X foi de radiacdo Cu
Ka (A = 1,5418 A), alimentado a 45 kV e 40 mA. A medida foi realizada sob o
angulo 26 variando de 10 a 100 °.

2.8 Perfil de liberac&do dos compostos encapsulados

O perfil de liberagdo dos compostos encapsulados foi avaliado em
estudo in vitro simulando os fluidos gastrico e intestinal (CHIU et al., 2007;
PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS, 2011; ZHENG et al., 2011) e em
agua destilada (BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2011). Solugdes de acido citrico
0,1M e fosfato dissddico, foram misturadas em propor¢cdes adequadas, a fim de
se obter solugbes com pH final de 2,00 e 8,00 (CHIU et al., 2007). A solucdo
com pH 2,00 (simulacgéo de fluido gastrico) continha 0,3% de enzima pepsina; e
a solucdo com pH 8,00 (simulacdo de fluido intestinal) continha 0,1% de
enzima pancreatina (PARAMERA; KONTELES; KARATHANOS, 2011). Foram
pesadas 0,1g das microparticulas, adicionadas a 20 mL das solucdes e
incubadas a 37°C sob agitacdo, sendo retiradas aliquotas de 1,5 mL nos
tempos 0, 20, 40, 60, 120, 180 e 240 minutos. As aliquotas foram submetidas a
centrifugacéo (4000rpm/15min), sendo o sobrenadante destinado a analises
nas microparticulas do total de compostos fendlicos e do total de carotenoides,
de acordo com o procedimento descrito no item 2.7.1 (ZHENG et al., 2011). A
guantidade de amostra retirada para as andlises foi substituida pela mesma
quantidade das respectivas solugbes e 4agua destilada (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2011).

2.9 Estudo da estabilidade
2.9.1 Estudo da estabilidade a luz

As microparticulas foram acondicionadas em vials de vidro, onde parte
foram armazenadas na auséncia de luz e outra parte exposta a uma lampada
de 100 W como fonte de luz artificial, disposta perpendicularmente e suspensa
a 50 cm das amostras, de acordo com o procedimento descrito por Matioli e

Rodriguez-Amaya (2002). O teste de estabilidade a luz foi realizado a cada 7
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dias por um periodo de 28 dias, a temperatura entre 20 e 25 °C, sendo
avaliados os teores totais de compostos fendlicos, total de carotenoides e a
atividade antioxidante.

2.9.2 Estudo de estabilidade a temperatura

Para a realizagdo do estudo da estabilidade a temperatura, as
microparticulas microcapsulas foram acondicionadas em vials de vidro em
refrigerador a 4°C com umidade relativa de 53 %, e em sala climatizada a 25°C
(SANSONE et al., 2011b; QV; ZENG; JIANG, 2011). O teste de estabilidade foi
realizado por 12 semanas, sendo avaliadas nos tempos de 0, 2, 4, 8, 12
semanas, onde foi avaliado os teores totais de compostos fendlicos, totais de

carotenoides e atividade antioxidante.

2.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em médias referentes as determinacdes
realizadas em triplicata e submetidos a anélise de variancia.

O teste Tukey (p<0,05) foi utilizado para avaliar a eficiéncia de
encapsulacdo, a estabilidade dos compostos encapsulados armazenados na
presenca e auséncia de luz e a estabilidade dos compostos encapsulados
armazenados a 4 °C e 25° C, comparando os revestimentos e o perfil de
liberacdo dos compostos encapsulados comparando o0s revestimentos e 0s
fluidos.

O teste t (p<0,05) foi utilizado para avaliar a eficiéncia de encapsulacao,
comparando grupos de compostos encapsulados, a estabilidade dos
compostos encapsulados, compararando o armazenamento na auséncia e
presenca de luz, e a estabilidade dos compostos encapsulados, comparando o

armazenamento a 4°C e 25 °C.



3 Resultados e discusséao

3.1 Compostos bioativos presentes no suco de pitanga roxa

O suco de pitanga roxa apresenta cerca de 18,79% de matéria seca,
sendo constituida principalmente de carboidratos, dentre os quais destacam-se
0s acuUcares. Além destes macronutrientes, o suco apresenta altos teores de
compostos bioativos, principalmente de compostos fendlicos (tabela 1) e
carotenoides (tabela 2).

O teor total de compostos fendlicos no suco de pitanga roxa € de
aproximadamente 1.901,21 mg de &cido galico.100g™ de suco. Dentre os
compostos fendlicos identificados no suco de pitanga roxa, por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (Figura 14), destaca-se o acido galico como composto
majoritario, com 1.063,32 mg.100g™ de suco, o qual consiste em um &cido
fendlico derivado do acido hidroxibenzdico. Foram também identificados alguns
flavondides no suco, como a catequina (489,53 mg.100g™) e a epicatequina
(44,52 mg.100gY), que pertencem a subclasse dos flavanéis, e a quercetina
(33,45 mg.100g™), pertencente a subclasse dos flavonéis.

O conteudo total de antocianinas, que também fazem parte do grupo dos
flavondides, quantificado espectrofotometricamente, foi de 454,52 mg de
cianidina-3-glicosideo.100g™ de suco. As antocianinas s&o consideradas um
importante grupo de pigmentos presente no suco de pitanga roxa, ao qual é

atribuido a coloracgéo dos frutos.
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Tabela 1 — Teor de compostos fendlicos presentes no suco de pitanga roxa.

Compostos fendlicos

mg do composto. Percentual dos compostos

100g™ de suco identificados por HPLC (%)

Total de compostos
fendlicos*

Acido galico
Catequina
Epicatequina
Quercetina
Somatorio dos compostos
identificados por HPLC

Total de antocianinas*

1901,21 + 22,39

1063,32 + 9,20 a 65,20 + 0,56 a
489,53 +0,27 b 30,02 +0,02b
44,52 + 0,80 c 2,73+0,05¢c
33,45+0,10d 2,05+0,01d

1630,82 + 10,16 100,00

454,52 + 5,75

Médias seguidas pela mesma letra minascula na coluna néo diferem entre si, ao nivel de 5%
de significancia, comparando compostos identificados por HPLC. * Teor de compostos
quantificados espesctrofotometricamente.

mAL
1500 20 2600 amo 350

1000

=i

=9

3
4 :
| £ 1 P |

00 25 B0 15 100 1ZE

150 175 200 225 280 275 300 325 380 375 400

Minutes

Figura 14 - Cromatograma tipico de compostos fendlicos em suco de pitanga
roxa. CLAE com coluna em fase reversa e detector UV (280 nm). 1. acido
galico, 2 e 3: catequina, 4: epicatequina e 5: quercetina. Gradiente de acido
acético em agua (1:99 v/v) e metanol com fluxo de 0,9mL/min.

Bagetti (2009) relata ter encontrado em pitanga roxa teores de

compostos fendlicos e antocianinas (em base seca) de 2.462,77 mg de acido

galico.100g™* mg.100g™ de fruta e de 723,40 mg antocianinas.100g™ de fruta,
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respectivamente. Celli, Pereira-Netto e Beta (2011) quantificaram o teor de
compostos fendlicos em pitanga roxa, encontrando 3.090 mg de &cido
ferlico.100g™” de fruta; e Hoffmann-Ribani, Huber, Rodriguez-Amaya (2009)
identificaram em pitanga vermelha os flavonois quercetina, que também foi
encontrado no suco de pitanga roxa deste estudo, miricetina e kampferol. Os
estudos citados apresentaram maiores teores de compostos fendlicos, no
entanto, diferencas no teor de compostos bioativos podem ocorrer devido a
diferencas nas condicfes climaticas, tipo de solo, estadio de maturacéo, etc.

Os carotenoides também consistem em um grupo de pigmentos
presentes na pitanga roxa, no entanto, estes compostos geralmente tém sua
coloragcdo mascarada pela coloracdo das antocianinas. O conteudo total de
carotenoides encontrado no suco de pitanga roxa foi de 866,49 g de
licopeno.g® de suco, dentre os quais foram identificados 4 compostos
individuais (Figura 15). O licopeno foi o principal carotenoide identificado,
compondo 76,92 % do total de carotenoides. Pelo cromatograma de separagéo
dos carotenoides, foram identificados dois picos referentes a este composto,
dos quais sugere-se (pela comparacdo com a literatura) que o primeiro seja o
trans-licopeno e o segundo seja uma das formas isoméricas do cis-licopeno.
Os demais carotenoides identificados foram o [-caroteno, a zeaxantina e a
luteina.

Tabela 2 — Teor de carotendides presentes no suco de pitanga roxa

ug do composto.g®  Percentual dos compostos
de suco identificados por HPLC (%)

Carotenoides

Total de carotendides* 886,49 + 16,90

Trans-licopeno 109,11 + 5,09 a 40,76 + 1,90 a
Cis-licopeno 96,79 + 8,34 a 36,13+ 3,12 a
B-caroteno 39,74 +2,33b 14,85+0,87 b
Zeaxantina 17,82 +0,71c 6,66 + 0,26 c
Luteina 4,19+0,78d 1,57+0,29d
Somatério dos compostos 267,66 + 15,60 100.00

identificados por HPLC

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna ndo diferem entre si, ao nivel de 5%
de significancia, comparando compostos identificados por HPLC. * Teor de compostos
quantificados espesctrofotometricamente.
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Figura 15 - Cromatograma tipico dos carotenoides individuais em suco de
pitanga roxa. Obtido por CLAE, com coluna em fase reversa e detector UV (450
nm). 1. Luteina, 2: Zeaxantina, 3: trans-licopeno, 4: cis-licopeno e 5: B-
caroteno. Gradiente de metanol: acetonitrila e acetato de etila, com fluxo de
1,0mL/min.

Azevedo-Meleiro e Rodriguez-Amaya (2004) também constataram que o
licopeno € o composto majoritario na pitanga, e além dos demais compostos
presentes no suco de pitanga roxa, estes autores identificaram a rubixantina, -
criptoxantina, y-caroteno e violaxantina. Filho et al. (2008) identificaram em
polpa de pitanga os mesmos compostos encontrados no presente estudo,
também estando o licopeno em maior quantidade; além deste, também foram
identificados a rubixantina, B-criptoxantina, y-caroteno e a-caroteno.

Na literatura, estudos que mencionam que o teor total de carotenoides
da pitanga roxa varia entre 90,6 e 111 pg.g™ de fruta fresca, sendo os maiores
conteudos observados na pitanga vermelha; entretanto, o teor de carotenoides
do suco de pitanga roxa, em base umida, foi superior ao relatado nestes
estudos (166,56 pg.g™” de suco). Em termos comparativos a forma mais precisa
de se expressar os teores de compostos € em base seca, uma vez que o teor
de umidade dos frutos é diferente, o que torna dificil a comparacéo entre os
resultados expressos em base umida.

Tanto o grupo dos compostos fendlicos como dos carotenoides

apresentam compostos que sao caracterizados por apresentarem alto potencial



54

antioxidante. A atividade antioxidante do suco de pitanga roxa foi medida
através da capacidade dos compostos presentes em inibir o radical DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazila). Como resultado obteve-se que 1 mg de suco de pitanga
roxa proporciona 73,68 % de inibicdo do radical DPPH. Em estudo realizado
por Celli, Pereira-Netto e Beta (2011), 5 mg de polpa de pitanga roxa liofilizada
inibiram 43,5 % do radical DPPH, mesmo a fruta apresentando maior teor de
compostos fendlicos. Esta diferenca pode ter ocorrido porque os autores
utilizaram para quantificar a atividade antioxidante o mesmo extrato utilizado na
quantificacdo de compostos fendlicos, e a atividade do suco de pitanga roxa
(liofilizado) foi medida apos ser apenas diluido em agua, sem ter sido realizada
uma extracao prévia, fazendo com que fosse medida a atividade antioxidante

de todos os compostos presentes originalmente no suco de pitanga.

3.2 Eficiéncia de encapsulacao

Os resultados referentes a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos
fendlicos e carotenoides presentes no suco de pitanga roxa estdo dispostos na
tabela 3.

Tabela 3 - Eficiéncia de encapsulacdo das microparticulas

. ] Eficiéncia de encapsulacao (%)
Microparticulas

Compostos fendlicos Carotenoides
SA 68,53 + 0,17 bA 64,61 + 1,82 eB
SQ 61,20 + 0,50 dB 79,49 + 1,18 cA
SHXQ 63,81 + 0,31 cB 84,52 + 0,84 bA
SX 76,37 + 0,38 aB 91,52 +1,03 aA
SHXT 70,27 + 0,64 bB 74,06 + 0,17 A
ST 70,22 + 1,58 bB 92,67 + 0,64 aA

Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna nao diferem entre si, ao nivel de 5%
de significancia. Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha nao diferem entre si, ao
nivel de 5% de significancia.

A eficiéncia de encapsulagdo do suco de pitanga roxa foi influenciada
tanto pelo revestimento quanto pelo grupo de compostos encapsulados. Com
excecao da goma arabica, os maiores valores foram obtidos na encapsulagéo

dos carotenoides.
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Em relacdo a estes compostos, a utlizacdo das gomas xantana e tara
como materiais de revestimento apresentaram eficiéncia de encapsulacéo
semelhante e significativamente superior aos demais polimeros, inclusive em
relacdo ao hidrogel formado pela associacdo de ambas. A menor eficiéncia de
encapsulacdo foi verificada ao utilizar-se como material de parede a goma
arabica. Comparando-se a goma xantana, a quitosana e o hidrogel formado por
ambas, observa-se que o hidrogel apresentou eficiéncia intermediaria.

Na encapsulacdo dos compostos fendlicos, a utilizacgdo da goma
xantana no material de revestimento foi significativamente mais eficiente,
seguida pela goma tara, pelo hidrogel formado pela associacdo de ambas e
pela goma ardbica, as quais ndo diferiram significativamente entre si ao nivel
de 5 %. A quitosana apresentou menor eficiéncia de encapsulacdo para este
grupo de compostos; no entanto, quando combinada com a goma xantana, sua
eficiéncia aumentou significativamente.

Em diversos trabalhos de encapsulacéo de carotenoides foram utilizados
como material de parede a goma arabica, principalmente por apresentar
propriedades emulsificantes (NUNES; MERCADANTE, 2007; KOBORI, 2010;
QV; ZENG; JIANG, 2011; ROMO-HUALDE et al., 2012). Nestes estudos a
eficiéncia de encapsulacdo foi de 69 a 96 %, dependendo das condi¢cbes
especificas utilizadas. No presente estudo foi obtido a menor eficiéncia com a
utilizacao desta goma em relacdo aos demais materiais avaliados.

Outros materiais de parede tém sido avaliados na encapsulacdo dos
carotenoides, onde a eficiéncia demonstrou ser dependente do revestimento e
do processo de encapsulacdo. Laos et al. (2007) avaliaram a encapsulacédo de
suco de espinheiro maritimo, rico em [-caroteno, pelo método de gelificacéo
ionotropica, utilizando furcelana como material de parede. Como resultado,
obtiveram 97 % de eficiéncia de encapsulagédo. Kha, Nguyen e Roach (2010)
encapsularam suco de gac (Momordica cochinchinensis) em matriz de
maltodextrina, por spray dryer. De acordo com os resultados, o aumento da
temperatura do processo de 120 a 200 °C, reduziu a concentracdo de
carotenoides e com isto a eficiéncia de encapsulacdo. Os maiores valores de
eficiéncia, aproximadamente 85%, foram obtidos com a utilizagdo de 20 % de

maltodextrina.
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A quitosana tem sido um dos principais revestimentos utilizados na
encapsulacdo de compostos fendlicos, tanto isolada quanto em conjunto com
outros revestimentos (KOSARAJU; D’ATH; LAWRENCE, 2006; DELADINO et
al., 2008; ROSA, 2012). Nestes trabalhos a eficiéncia foi de 27 % a 81,4 %.
Entretanto, no presente estudo a quitosana apresentou menor eficiéncia de
encapsulacdo destes compostos em relacdo as demais gomas avaliadas. No
estudo realizado por Rosa (2012) na encapsulacéo por liofilizagdo de extrato de
amora-preta, rico em compostos fendlicos, a eficiéncia foi dependente do
revestimento utilizado. O mesmo comportamento foi obtido com as gomas
xantana, quitosana e hidrogel de xantana e quitosana, sendo que os melhores
resultados de eficiéncia também foram obtidos com a utilizacdo da goma

xantana como material de revestimento (70,6 %).

3.3 Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

A encapsulacdo do suco de pitanga roxa com os diferentes polimeros
proporcionou a formacdo de microparticulas de formato nédo caracteristico
(Figura 16). A obtencdo de microparticulas esféricas € dependente das
condi¢cbes do processo e do revestimento utilizado. Outros autores avaliaram a
encapsulacdo de compostos fendlicos e também n&o obtiveram particulas de
formato caracteristico (LAINE et al., 2008; SOSA et al., 2011; CILEK et al.,
2012; VISENTIN et al., 2012).
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Figura 16. Micrografias de MEV das microparticulas.

3.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Na figura 17 estdo representados os termogramas de DSC do S (Fig al,
a2, a3, a4, a5 e a6), A, MFSA e SA (Fig b1, cl1 e d1), Q, MFSQ e SQ (Fig b2,
c2 e d2), HXQ, MFSHXQ e SHXQ (Fig b3, c3 e d3), X, MFSX e SX (Fig b4, c4
e d4), XHT, MFHXT e SHXT (Fig b5, ¢5 e d5), T, MFT e ST (Fig b6, c6 e d6).
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Figura 17 - Termogramas de DCS. al, a2, a3, a4, a5 e a6) S; bl) A; b2) Q; b3)
HXQ; b4) X; b5) HXT; b6) T; c1) MFSA; c2) MFSQ); c3) MFSHXQ; c4) MFSX;
c5) MFSHXT; c6) MFST; d1) SA; d2) SQ; d3) SHXQ d4) SX; d5) SHXT; d6) ST.

No termograma de DSC do suco de pitanga roxa liofilizado, podem-se

observar dois eventos endotérmicos, nas temperaturas de 175,03 °C e 195 °C,

referentes aos diferentes constituintes do suco (Figura 17 al, a2, a3, a4, ab e

a6). Nas transicbes endotérmicas dos polimeros utilizados na encapsulacdo

foram obtidos picos endotérmicos nas temperaturas de 147,70 °C, 182,41 °C,
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161,77°C, 129,01 °C e 175,44 °C para goma arabica, quitosana, hidrogel de
goma xantana e quitosana, goma xantana e goma tara, respectivamente
(Figura 17 b1, b2, b3, b4, b5 e b6).

A curva caracteristica de uma mistura fisica, geralmente, € composta por
picos referentes ao polimero utilizado como material encapsulante e ao
composto encapsulado. No entanto, estes eventos ndo foram detectados nos
termogramas referentes as misturas fisicas realizadas entre o suco de pitanga
roxa e os polimeros (Figura 17 cl1, c2, c3, c4, c5 e c6), 0 que indica a
ocorréncia da amorfizacdo do suco (MURA et al., 2002). De acordo com Wu et
al. (2008), este comportamento é decorrente da interacdo dos compostos
durante o aquecimento.

Pode-se observar pelo termograma das microparticulas de xantana
(Figura 17 d4) que houve o desaparecimento dos eventos endotérmicos
referentes ao suco de pitanga, 0 que sugere a protecdo e interacdo do
revestimento com o nucleo. Este resultado corrobora com os resultados obtidos
para a eficiéncia de encapsulacao, nos quais a goma xantana foi considerada o
melhor material encapsulante para ambas as classes de compostos.

Nos termogramas das microparticulas de goma tara (Figura 17 d6) e
hidrogel de goma xantana e quitosana (Figura 17 d3) pode-se visualizar
somente o perfil térmico dos polimeros, o que também sugere a encapsulacéo
do suco de pitanga.

Nas curvas térmicas das microparticulas de goma arabica (Figura 17
d1), quitosana (Figura 17 d2) e hidrogel de goma xantana e goma tara (Figura
17 d5), ainda pode-se visualizar um pico de menor intensidade referente ao
suco nao encapsulado, entretanto deslocado, o que também sugere a
encapsulacdo. Ao relacionar com os resultados de eficiéncia, com a respectiva
utilizacao destes revetimentos, obteve-se os menores valores de eficiéncia.

Resultados semelhantes foram obtidos por outros autores.
Kalogeropoulos et al. (2010) confirmaram a encapsulacdo do extrato de
Hypericum perforatum, rico em compostos fenolicos, em matriz de [-
ciclodextrina por liofilizagdo. Tanto em condic¢des inertes, quanto oxidativas, 0s
eventos térmicos desapareceram nas capsulas, o que comprova a formacao de

complexos.
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Sansone et al. (2011b) avaliaram a encapsulacdo de extratos de
Fadogia ancylantha, Melissa officinalis e Tussilago farfara, ricos em
flavonoides, em uma matriz de maltodextrina/pectina por spray-drying. De
acordo com seus resultados, somente a tendéncia térmica da matriz foi
detectada nas microparticulas, indicando que os extratos foram bem
encapsulados/embebidos na matriz polimérica.

A encapsulacdo de extrato de jabuticaba (Myrciaria cauliflora), rico em
antocianinas, em polietilenoglicol e alginato, foi avaliada por Santos et al.
(2011). Nao houve a interacdo quimica com a utilizacdo do polietilenoglicol,
pois picos endotérmicos referentes ao extrato e ao encapsulante foram
visualizados. Com a utilizacdo do alginato, somente um evento endotérmico foi
observado, diferente aos eventos do polimero e do extrato, 0 que sugere
interacdo entre 0s compostos.

Extratos de folhas de oliveira (Olea europaea), rico em compostos
fendlicos, encapsulados em matriz de quitosana por spray-dryer (KOSARAJU,;
D’ATH; LAWRENCE, 2006), apresentaram comportamento térmico semelhante
ao obtido no presente estudo ao se utlizar a quitosana como agente
encapsulante, onde foi observado o deslocamento do pico para temperatura
inferior. Este comportamento também foi observado por Vertzoni et al. (2006)

ao encapsular licopeno em matriz de B-ciclodextrina por liofilizacao.

3.5 Difratometria de raio-x

Na figura 18 estdo representados os difratogramas do S (Fig al, a2, a3,
a4, ab e a6), A, MFSA e SA (Fig b1, cl e d1), Q, MFSQ e SQ (Fig b2, c2 e d2),
HXQ, MFSHXQ e SHXQ (Fig b3, c3 e d3), X, MFSX e SX (Fig b4, c4 e d4),
XHT, MFHXT e SHXT (Fig b5, c5 e d5), T, MFT e ST (Fig b6, c6 e d6).
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Figura 18 - Difratogramas de raio-x. al, a2, a3, a4, a5 e a6) S; bl) A; b2) Q; b3)
HXQ; b4) X; b5) HXT; b6) T; c1) MFSA; c2) MFSQ; c3) MFSHXQ; c4) MFSX;

c5) MFSHXT; ¢6) MFST; d1) SA; d2) SQ; d3) SHXQ d4) SX; d5) SHXT: d6) ST.

&

Em todos os difratogramas obtidos observa-se um halo difuso,
caracteristico de substancias amorfas. Entretanto, a intensidade dos picos
obtidos nas microparticulas foi inferior a intensidade do suco de pitanga roxa.

De acordo com Takahashi (2009), a formacédo de complexos pode ser

avaliada pela comparacdo do tamanho dos picos caracteristicos da molécula
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hospede com o tamanho que aparecem no complexo. A diminuicdo dos picos
pode representar uma complexacao parcial.

Através do calculo da intensidade relativa, que leva em consideracdo a
altura do pico dos encapsulados em relacdo ao pico referente ao suco de
pitanga roxa, observa-se que as microparticulas formadas pela utilizacdo de
quitosana, xantana e hidrogel de xantana e tara como material de parede,
apresentaram os melhores resultados, nas quais a intensidade relativa foi de
28,03 %, 65,55 % e 57,60 %, respectivamente. Com os demais polimeros a
intensidade relativa foi superior, alcancando com a goma arabica 70,07 %, com
o hidrogel de goma xantana e quitosana 70,14 % e com a goma tara 82,03 %.

A difratometria de raio-X tem sido utillizada para confirmar a
encapsulacdo de extratos vegetais ou sucos, entretanto os trabalhos
apresentam somente os difratogramas do encapsulados, demonstrando o perfil
amorfo das microcapsulas (SANSONE et al.,, 2011b; BASTOS et al., 2012);
entretanto, € importante para esta constatacdo tambem avaliar o padrédo da
molécula héspede. Para compostos puros, o difratograma demonstrando o
perfil cristalino da molécula hospede e a caracteristica amorfa dos
encapsulados tem sido sempre demonstrado (LI et al., 2005; SHU et al. 2006;
ALEEM et al., 2008; BHATTACHARYA et al., 2012).

3.6 Perfil de liberacdo dos compostos encapsulados

Dentre as etapas envolvidas na liberagdo de compostos encapsulados,
estdo a absorcdo de solvente pela microcapsula, dissolucdo da parede,
dissolucéo do recheio, permeacédo do recheio pela parede e difusdo do recheio
pelo solvente (ROCHA, 2009). O revestimento utilizado na encapsulacdo
apresenta grande importancia, uma vez que o0 mesmo é responsavel pela
liberacdo controlada do nucleo. O mecanismo de liberacdo pode ser modulado
pelo peso molecular do polimero utilizado, pois quanto maior for o seu peso
molecular mais lentamente ocorre a liberacdo in vitro dos compostos
encapsulados (KUMARI; YADAV; YADAV, 2010). Os perfis de liberacdo de
carotenoides e de compostos fendlicos provenientes do suco de pitanga roxa
encapsulado foram avaliados em agua, e em fluidos que simulam as condic¢des
gastricas (SFG) e intestinais (SFI), conforme as figuras 19 (apéndice A) e 20

(apéndice B), respectivamente.
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Microparticulas de goma arabica
Microparticulas de quitbsana
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Figura 19 - Perfil de liberacdo dos carotenoides encapsulados, em agua e em
fluidos que simulam condicfes gastricas (SFG) e intestinais (SFI).
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e em fluidos que simulam condi¢des gastricas (SFG) e intestinais (SFI).

3.6.1 Liberacdo em agua
A liberacdo dos carotenoides das microparticulas foi dependente do
polimero utilizado na encapsulacdo. As microparticulas revestidas com goma
arabica e com os hidrogeis xantana/tara e xantana/quitosana, proporcionaram
uma liberagdo dos carotenoides em agua de forma gradual, sendo obtido em
180 minutos o maximo de liberacao, de 45 %, 56 % e 86 %, respectivamente.
Comportamento diferenciado foi observado com as microparticulas de

quitosana, que liberaram baixo contetdo de carotenoides na agua no momento
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da dissolucdo, cerca de 4 %. Comportamento oposto foi observado pelas
particulas revestidas com goma xantana, as quais liberaram 46 % no momento
da dissolucéo, alcangando 82 % em 40 minutos. As microparticulas com goma
tara propiciaram baixa liberacdo até 180 minutos, aproximadamente 12 %, e
em 240 minutos liberaram 51 %.

O comportamento observado na liberacdo dos compostos fendlicos das
microparticulas foi semelhante para aquelas revestidas com goma ardbica,
xantana e os hidrogeis xantana/tara e xantana/quitosana, ou seja, todas
apresentaram altos percentuais de liberacdo no momento da dissolucéo,
variando de 71 % a 94 %, sendo liberado o conteudo total entre 20 a 60
minutos. As microparticulas de goma tara propiciaram menor liberacéo inicial,
40 %, atingindo 100 % somente aos 120 minutos. As microparticulas de
quitosana liberaram no maximo 81 %, em 240 minutos.

Sao escassos o0s estudos relacionados a liberagdo de carotenoides em
agua. Em relacdo aos compostos fendlicos, Deladino et al. (2008) estudaram a
liberacdo destes compostos provenientes de extrato de erva mate de capsulas
de alginato de calcio e alginato de calcio/quitosana, sendo liberado 35,5 % e
47,4 %, respectivamente, valores inferiores aos obtidos no presente estudo.
BelS€ak-cvitanovic¢ et al. (2011) ao avaliar o perfil de liberacdo de compostos
fendlicos proveniente de extratos de plantas medicinais encapsulados com
alginato de calcio/quitosana observaram que o perfil de liberagdo dos
compostos encapsulados foi semelhante, independente da origem dos extratos.
Alem disto, a maior parte dos compostos foi liberada nos primeiros 20 minutos
de contato com a agua, corroborando com os resultados obtidos neste estudo.

Uma das formas mais comuns de liberacdo de compostos encapsulados
€ a ativacdo pela agua, visto que a maioria dos materiais de parede é
hidrossoluvel. Ao entrar em contato com o solvente, o material encapsulante
pode se dissolver completamente liberando rapidamente 0s compostos
encapsulados, ou entdao expandir-se, favorecendo a liberacdo gradual dos
compostos (AZEREDO, 2005; MATALANIS; JONES; MCCLEMENTS, 2011). A
caracteristica de liberacéo controlada de compostos bioativos € de fundamental
importancia para que seja possivel a aplicacdo de encapsulados em produtos
alimenticios, pois auxilia a evitar a perda de compostos durante o
processamento (AZEREDO, 2005; BELSCAK-CVITANOVIC et al., 2011). Neste
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contexto, os revestimentos utilizados neste estudo sdo mais recomendados na
protecdo de carotenoides, uma vez que a maioria dos revestimentos

proporcionou a rapida liberagdo dos compostos fendlicos em agua.

3.6.2 Liberacdo em fluido gastrico e intestinal

As microparticulas formadas com a utilizagdo dos hidrogeis de
Xantana/tara e xantana/quitosana apresentaram baixa liberacdo de
carotenoides no SFG, alcancando no maximo 19 % em 40 e 180 minutos,
respectivamente. Este comportamento foi bem diferente do observado para as
microparticulas revestidas com os polimeros individuais. As microparticulas
revestidas com goma xantana liberaram 100 % do contetdo em 180 minutos, e
as revestidas com quitosana e com goma tara apresentaram altos percentuais
de liberacdo até 180 minutos, de 69 % e 90 % do conteudo, respectivamente.
As particulas revestidas com a goma arabica também apresentaram altos
percentuais de liberacéo, alcancando 88 % em 180 minutos.

No fluido SFI as microparticulas revestidas com os hidrogeis de
Xantana/tara e xantana/quitosana apresentaram liberacdo dos carotenoides
superior aquelas obtidas no SFG, alcancando respectivamente 85 % e 55 %
em 60 minutos. As microparticulas revestidas com goma arébica e quitosana
proporcionaram baixos valores de liberacdo, proporcionando respectivamente
13 % e 7 %, em 240 minutos. As microparticulas revestidas com goma tara
liberaram os carotenoides de forma gradual, proporcionando liberacdo maxima
de 86 % do contetdo em 240 minutos. E as particulas revestidas com goma
xantana liberaram 100 % do conteido em apenas 40 minutos.

Em relacdo a liberacdo dos compostos fendlicos, tanto no fluido SFG
quanto no SFI, todas as microparticulas apresentaram altos percentuais de
liberacdo, com liberacdo de cerca de 50 % ou mais do conteudo apos 20
minutos.

Preconiza-se que os revestimentos utilizados na encapsulacado sejam
capazes de proteger os compostos encapsulados, liberando apenas peqguenas
guantidades em condi¢cdes gastricas. Entretanto, no fluido intestinal devem
liberar completamente seu conteudo de forma gradual, visto que a maioria dos
nutrientes e vitaminas sdo melhores absorvidos no intestino (SOMCHUE et al.,

2009). Esta caracteristica foi observada nas microparticulas revestidas por
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ambos os hidrogeis, mas somente na encapsulacéo de carotenoides. Durante a
formacao dos hidrogeis ocorrem ligagBes entre as moléculas que fazem com
que as propriedades dos polimeros isolados sejam fortemente afetadas, o que
pode ter contribuido para a maior resisténcia a liberacdo dos compostos
encapsulados no fluido gastrico.

Sao poucos os estudos relacionados a liberagdo de compostos lipofilicos
encapsulados, dentre estes destacam-se as proteinas como material
encapsulante. Chiu et al. (2007) avaliaram a liberacdo de licopeno extraido de
residuo de polpa de tomate, encapsulado com gelatina e acido poli-glutamico.
No fluido géstrico (pHs 2,0 e 3,5) ndo houve liberacéo e no fluido intestinal (pHs
5,5 e 7,0) a liberag&o variou de 71 a 98 %. No estudo realizado por Somchue et
al. (2009), utilizando B-lactoglobulina e proteina de ovo branco de galinha
juntamente com alginato, para encapsular a-tocoferol; foi observado que a
liberag&o do tocoferol foi dependente do revestimento, sendo liberado de 1,4 a
17,5 % no fluido géstrico e 21 a 54,8 % no fluido intestinal.

Em relacdo aos compostos fendlicos, Zheng et al. (2011) encapsularam
extratos de bayberry utilizando etil celulose como material de parede e
avaliaram o perfil de liberacdo em fluidos que simulam as condi¢fes gastricas e
intestinais. A liberacdo dos polifenois em fluido géstrico (pH 2,0) variou de
13,78 a 14,53 %, no qual foi mais acentuada nos primeiros 20 minutos, jA em
fluido intestinal (pH 8,0) a taxa de liberacao foi de até 87,37 %, aos 40 minutos,
sugerindo que os polifenois serdo eficientemente absorvidos no intestino.
Sansone et al. (2011a) avaliaram a liberacdo de naringina e quercitina de
microparticulas de celulose acetato ftalato; e observaram que no fluido gastrico
foram liberados no maximo 14,8 % de quercitina e 21 % de naringina, € no

intestinal, aproximadamente 100 %.

3.7 Estabilidade
3.7.1 Estabilidade a luz

Os resultados referentes ao estudo da estabilidade dos carotenoides,
compostos fenolicos e atividade antioxidante das microparticulas armazenadas
na presenca e auséncia de luz estédo dispostos nas figuras 21 (apéndice C), 22

(apéndice D) e 23 (apéndice E) respectivamente.
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A protecdo dos carotenoides proporcionada pela técnica de
encapsulacdo em relagdo a exposicdo a luz foi dependente do polimero
utilizado como revestimento. Até 7 dias de armazenamento na presencga de luz,
as microparticulas revestidas com quitosana, goma tara e goma arabica
proporcionaram maior retencdo dos carotenoides (74,5 %, 63,6 % e 62,7%,
respectivamente), apds estes compostos se degradaram gradualmente ao
longo dos 28 dias. As microparticulas de goma xantana e de hidrogel
Xantana/tara proporcionaram maior estabilidade aos carotenoides apés 7 dias
de armazenamento, na presenca e auséncia de luz. Com estes revestimentos o
teor de carotenoides permaneceu constante a partir da segunda semana de
armazenamento, retendo cerca de 53 % dos carotenoides ao término do
armazenamento das microparticulas, na presenca de luz.

Dentre os demais revestimentos expostos a luz, os carotenoides
presentes nas microparticulas de hidrogel xantana/quitosana degradaram-se
gradualmente ao longo dos 28 dias, enquanto nas microparticulas revestidas
de quitosana a degradacdo foi mais acentuada ap6s os 21 dias de
armazenamento, revistemento com o qual as microparticulas apresentaram o
maior percentual de degradacéo.

Na auséncia de luz, as microparticulas revestidas com goma xantana e
hidrogel xantana/tara proporcionaram maior estabilidade aos carotenoides em
relacdo aos demais revestimentos, retendo 64,3 % e 63,8 %, respectivamente,
em 28 dias de armazenamento. As microparticulas revestidas com goma
ardbica e quitosana apresentaram degradacdo gradual dos carotenoides
durante todo o periodo de armazenamento, enquanto que nas microparticulas
revestidas com o hidrogel xantana/quitosana e goma tara, a degradacao foi
maior nos primeiros 14 dias. Nas microparticulas com o0s revestimentos de
goma arabica e hidrogel xantana/quitosana ocorreu 0s maiores percentuais de
degradacgéo.

De acordo com a literatura, a protecdo ao nucleo bioativo proporcionada
pela técnica de encapsulacdo é dependente do composto encapsulado, do
revestimento e das condi¢cOes aplicadas. Matioli e Rodriguez-Amaya (2002) ao
avaliar a estabilidade de licopeno extraido de goiabas vermelhas (Psidium
guajava) e encapsulado com goma ardbica e com goma arabica e

maltodextrina, pelo processo de liofilizacdo e spray-dryer, constataram que a
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degradacdo do licopeno foi mais acentuada nos primeiros 15 dias de
armazenamento, tanto na presenga como na auséncia de luz. Estes autores
também microencapsularam o licopeno em matriz de - e y-ciclodextrinas e
verificaram que apods 180 dias de estocagem o licopeno manteve-se constante
no complexo licopeno/y-ciclodextrina e reduziu cerca de 80 % no complexo
licopeno/B-ciclodextrina (MATIOLI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2003).

Blanch et al. (2007) extrairam licopeno de tomates, encapsularam com
a-, B- e y-ciclodextrinas, pela técnica de liofilizacdo e pelo processo de extracéo
em fluido supercritico, e armazenaram as microcapsulas a temperatura
ambiente, na presenca de luz e oxigénio. Estes autores concluiram que a B-
ciclodextrina foi o material de parede que proporcionou maior estabilidade para
o licopeno apos 6 meses de armazenamento.

Em relacdo aos compostos fendlicos, todos os polimeros utilizados como
revestimento proporcionaram protecao destes compostos quando estocados na
presenca e auséncia de luz. Todas as microparticulas apresentaram altos
percentuais de retencdo, sendo superiores a 83,3 %, tanto na auséncia quanto
na presenca de luz, ao final do periodo de 28 dias de armazenamento.

Em relacdo a estabilidade dos compostos fendlicos, comportamento
semelhante ao obtido com as microparticulas de suco de pitanga roxa foi
observado por Zheng et al. (2011) e Wang et al. (2011). Ambos obtiveram
percentual de retencdo de compostos fendlicos superior a 85 % em

microcapsulas armazenadas na presenca de luz.



71

110 - 110 -
SA
2 2 sQ
S + 8 T
= ] L2
S @ 100 Q o @ 100 €
QL S QL c T
n & o 3
Lo S a
@ © 90 1 @ © 90
o < o c
Qo © P )
EE 1=l =
Q0 Qo
g 80 o 80 -
3 3
X R
70 T T T 1 70 T T T 1
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Dias de armazenamento Dias de armazenamento
110 - 110 ~
SHXQ m SX
2]
8 T S 1
5 5 r
o @ 100 ¢ 0 @ 100 &
Lc T Le
3] @ o
Laq La
n O 90 A n O 90 4
o C O C
o ®© Qo ©
EE € E
g2 ge
80 80 -
3 3
NS R
70 T T T 1 70 T T T 1
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28
Dias de armazenamento Dias de armazenamento
110 -
SHXT 110 + ST
8 7))
ke 1 _8 1
5 100 § S
Q o 3 ) @ 100 ¢
Q£ 5 QL = T
0 o a3
2 a e
® Q90 1 %O 90
o < o c
o ® S @
EE € E
82 ¢
o 80 - 8 80 -
o kel
S X
70 T T T ] 70 T T T !
0 7 14 21 28 0 7 14 21 28

Dias de armazenamento Dias de armazenamento

—4— Armazenaments na auséncia de e
—o— Armazenaments na presenca de luz
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Figura 23 - Atividade antioxidante, expressa em percentual de inibicdo, dos
compostos bioativos presentes nas microparticulas armazenadas na presenca
e auséncia de luz pelo periodo de 28 dias.

A atividade antioxidante das microparticulas apresentou pequena

reducdo durante o periodo de armazenamento na presencga e auséncia de luz,
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onde as microparticulas revestidas de quitosana e hidrogel xantana/quitosana
foram as que apresentaram reducdo mais acentuada (figura 22). Para estas
microparticulas armazenadas na presenca de luz, a reducao foi maior apos 0s
14 dias de armazenamento. A atividade antioxidante das microparticulas de
hidrogel xantana/tara apresentou reducdo mais acentuada nos primeiros 7 dias
de armazenamento; no entanto, as demais microparticulas apresentaram uma
reducdo gradual durante o periodo de armazenamento.

Ao final do periodo de armazenamento a atividade antioxidante né&o
variou significativamente entre microparticulas revestidas com o mesmo
material de parede quando armazenadas na auséncia e presenca de luz,
exceto para as microparticulas revestidas de hidrogel xantana/quitosana, que
apresentaram menor atividade antioxidante quando armazenadas na presenca

de luz.

3.7.2 Estabilidade a temperatura

Os resultados referentes ao estudo da estabilidade dos carotenoides e
compostos fendlicos e a atividade antioxidante das microparticulas
armazenadas a 4°C e 25 °C estéo dispostos nas figuras 24 (apéndice F), 25
(apéndice G) e 26 (apéndice H) respectivamente.

De acordo com os resultados observou-se uma degradacdo dos
carotenoides ao longo do periodo de armazenamento, independente do
revestimento e temperatura aplicada nas microparticulas. As microparticulas
revestidas com goma xantana e o hidrogel xantanal/tara proporcionaram a
maior protecdo aos carotenoides durante todo o periodo de armazenamento a
25 °C, retendo 41,4 % e 44, 3 %, respectivamente. Para as microparticulas
revestidas com quitosana obteve-se os maiores percentuais de degradagéo. A
4 °C pode-se observar maior retencdo dos carotenoides, principalmente, para
as microparticulas revestidas com goma xantana, as quais preservaram 55,8 %
destes compostos em 84 dias de armazenamento. As microparticulas
revestidas com a goma arabica apresentaram o0 maior percentual de

degradacéo.
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Figura 24 - Percentual de retencdo de carotenoides em microparticulas
armazenadas a 4 °C e 25 °C pelo periodo de 84 dias.
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Chiu et al. (2007) avaliaram a estabilidade do licopeno de residuos de
polpa de tomate microencapsulado em 4,5 % de gelatina e 10 % de poli (acido
y-glutdmico). Ao final de 30 dias de armazenamento a 4 °C, as microcipsulas
apresentaram 81,4 % de licopeno remanescente, no entanto, as microcapsulas
armazenadas a 25 °C pelo mesmo periodo, apresentaram 53,1 % de licopeno.
O licopeno encapsulado apresentou menor percentual de degradacédo do que
0s carotenoides presentes nas microparticulas de suco de pitanga roxa
armazenadas em ambas as temperaturas, ao final do periodo de 28 dias de
armazenamento.

Em relacdo aos compostos fendlicos, independente do polimero utilizado
como revestimento, houve maior preservacdo destes compostos has
microparticulas armazenadas a 25 °C, onde foram obtidos altos percentuais de
preservacao ao término do armazenamento. Até 84 dias de armazenamento,
as microparticulas revestidas de hidrogel xantana/tara reteram 99,6 % destes
compostos. Pelo fato de baixas temperaturas proporcionarem maior
estabilidade aos compostos fendlicos, esperava-se que a maior preservacao
destes fosse observada para as microparticulas armazenadas a 4 °C, no
entanto ocorreu o inverso, 0 que pode ter sido ocasionado por outras variaveis
gue néo foram avaliadas, como por exemplo, a umidade relativa do ambiente.

Comportamento diferenciado em relagcdo a temperatura foi observado
por Bakowska-barczak e Kolodziejczyk (2011) e Nori et al. (2011). Ambos
obtiveram maior preservacdo dos compostos fendlicos em temperaturas de
refrigeracdo de 8 a 10 °C; entretanto, os valores foram semelhantes aos

obtidos com as microparticulas de suco de pitanga roxa.
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Figura 25 - Percentual de retencdo de compostos fenolicos em microparticulas
armazenadas a 4 °C e 25 °C pelo periodo de 84 dias.



45 -
45 -
40 1 40 -
o T 4
8 o+ 1 1 g &
5 ¥7 L 2 35 ]
£ ‘c
3 30 3 30
R R
25 A 25
20 T T T 1 20 T T T 1
0 14 28 56 84 0 14 28 56 84
Dias de armazenamento Dias de armazenamento
45 o
SHX 45
Q SX
40 9
o 40 -
o) o 1
On T (D
5 3 2 35 %
£ =
% 30 A 8 30 A
R 3
[=)
25 - 25 -
20 . . . ) 20 . . . )
0 14 28 56 84 0 14 28 56 84
Dias de armazenamento Dias dearmazenamento
45 A 45 -
1 SXHT ST
40 - 40 T
[©] [ o
'S S <
3 351 5 357
£ 1 £
3 30 - 3 37
ES RS
25 A 25 A
20 T T T 1 20 T T T 1
0 14 28 56 84 0 14 28 56 84

Dias de armazenamento

—— Armazenaments 3 4°C
—o— Armazenaments a 25 C

Dias de armazenamento

77

Figura 26 - Atividade antioxidante, expressa em percentual de inibicdo, dos
compostos bioativos presentes nas microparticulas armazenadas a 4 °C e 25

°C pelo

periodo de 84 dias.

Pode-se observar que houve pequena reducao da atividade antioxidante

em todas as microparticulas durante os 84 dias de armazenamento, em ambas

as temperaturas. A maior reducdo foi observada para as microparticulas

revestidas de goma tara. Estas microparticulas, assim como as microparticulas
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revestidas pelo hidrogel de goma xantana e quitosana, apresentaram reducao
da atividade antioxidante mais acentuada nos primeiros 14 dias de
armazenamento, em ambas as temperaturas. A atividade antioxidante das
microparticulas de goma xantana armazenadas a 25 °C foi menor a partir dos
56 dias, enquanto que para as demais microparticulas a reducédo da atividade
antioxidante foi gradual ao longo dos 84 dias de armazenamento, independente
da temperatura utilizada.

Ao final do periodo de armazenamento a atividade antioxidante né&o
variou significativamente para as microparticulas revestidas com o mesmo
material de parede armazenadas em ambas as temperaturas, exceto para as
microparticulas revestidas com quitosana e xantana, que apresentaram menor
atividade antioxidante quando armazenadas a 4 °C e 25 °C, respectivamente.

Bakowska-Barczak; Kolodziejczyk (2011), Sansone et al. (201l1la) e
Sansone et al. (2011b) avaliaram a atividade antioxidante de compostos
bioativos microencapsulados, e constaram que a atividade permaneceu
inalterada ou apresentou reducao de aproximadamente 10 % durante o periodo

de 6 a 12 meses de armazenamento.



4 Conclusodes

O suco de pitanga roxa apresentou altos teores de compostos fenélicos
e de carotenoides. Dos compostos fendlicos presentes no suco de pitanga roxa
0 acido galico foi 0 composto majoritario, seguido pelas antocianinas catequina,
epicatequina e quercetina. O licopeno foi o carotenoide encontrado em maior
quantidade, seguido pelo B-caroteno, zeaxantina e luteina.

A confirmacgédo da encapsulacado do suco de pitanga roxa nas matrizes
de goma arabica, quitosana, HXQ, X, HXT e T foi realizada pelas técnicas de
DSC e raio-x, no entanto nenhuma das microparticulas apresentou formato
caracteristico, como foi observado através da técnica de MEV.

Os resultados foram influenciados pelo revestimento e grupo de
compostos encapsulados. Com a goma xantana obteve-se a maior eficiéncia
de encapsulacéo.

Os hidrogeis HXQ e HXT séao os mais indicados para a liberacdo dos
carotenoides em SFG e SFI, apresentando ainda liberagdo gradual destes
compostos na agua. Os compostos fenodlicos apresentaram altas taxas de
liberacdo, entretanto ndo de forma gradual, independente dos revestimentos e
fluidos analisados.

As microparticulas armazenadas tanto na auséncia quanto na presenca
de luz, como a 4 e 25 °C, apresentaram degradacéo dos carotenoides, sendo a
goma xantana e o hidrogel HXT os revestimentos que proporcionaram maior
estabilidade para estes compostos. Os compostos fendlicos demonstraram alta
estabilidade, independente do revestimento utilizado. A atividade antioxidante
das microparticulas apresentou redugdo durante o armazenamento, sendo

atribuida principalmente em funcéo da degradacéo dos carotenoides.
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APENDICE A - Perfil de liberacdo dos carotenoides encapsulados, em agua, SFG e SFI.
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Minutos
Microparticulas 0 20 40 60 120 180 240
Liberacdo em agua
SA 16,72 cA 24,66 dA 30,25 dA 30,25 dB 26,48 cB 45,23 cB 45,23 cB
SQ 4,24 eB 3,41 1B 1,85fC 2,54 fC 2,56 dB 3,02 eC 3,55dC
SHXQ 27,65 bA 32,27 cB 45,06 cB 44,66 cB 45,28 bB 56,29 bA 54,39 bA
SX 46,38 aA 67,16 aA 82,09 aB 71,17 aB 68,35 aB 59,30 bB 82,77 aB
SHXT 28,10 bB 49,84 bB 57,40 bB 63,18 bB 71,76 aB 85,94 aA 85,94 aA
ST 11,15 dA 12,59 eC 13,58 eC 12,27 eC 5,13dC 11,96 dC 51,44 bB
Liberacdo simulando fluido gastrico

SA 14,27 bB 25,18 aA 29,63 bA 40,30 bA 33,32 bA 88,45 bA 88,45 bA
SQ 15,39 bA 24,66 aA 26,54 bA 13,00 dA 19,65 cA 29,15 cA 69,17 cA
SHXQ 4,66 dB 6,30 dC 6,79 dC 7,81 eC 11,53 dC 19,10 deB 19,10 dB
SX 18,28 aC 21,51 bC 51,23 aC 70,80 aB 99,10 aA 100,00 aA 100,00 aA
SHXT 8,47 cC 2,36 eC 19,13 cC 14,52 dC 11,96 dC 16,08 eC 11,82 eC
ST 4,46 dB 18,10 cB 20,99 cB 19,24 cB 22,21 cB 22,11 dB 90,46 dA
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APENDICE A - Perfil de liberacdo dos carotenoides encapsulados, em agua, SFG e SFI.

Minutos
Microparticulas 0 20 40 60 120 180 240
Liberagéo simulando fluido intestinal

SA 4,46 dC 7,08 eB 8,02 eB 10,17 eC 9,40 eC 10,05 eC 13,01 eC
SQ 1,34 eC 3,15fB 4,32 fB 4,36 fB 4,27 fB 6,03 fB 7,09 fB
SHXQ 28,54 bA 48,79 cA 54,32 cA 55,55 cA 54,68 cA 52,77 cA 51,44 dA
SX 30,10 bB 62,96 bB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SHXT 67,34 aA 84,21 aA 75,30 bA 85,33 bA 77,74 bA 71,36 bB 71,36 cB
ST 9,81 cA 20,99 dA 38,89 dA 35,58 dA 34,17 dA 34,17 dA 86,34 bA

Médias seguidas por letras minusculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando os diferentes revestimentos, dentro de
cada fluido em cada tempo de liberacao. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando
o fluido de liberagdo, em de cada tempo, dentro de cada revestimento.
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APENDICE B - Perfil de liberacéo dos compostos fendlicos encapsulados, em agua e em fluidos que simulam condi¢des
géstricas (SFG) e intestinais (SFI).

Minutos
Microparticulas 0 20 40 60 120 180 240
Liberacdo em agua
SA 94,43 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SQ 64,12 dA 71,27 dB 76,46 dB 72,05 cB 74,78 bB 80,58 bB 81,51 bB
SHXQ 78,59 bA 96,01 bA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SX 79,74 bA 87,99 cA 94,53 bA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SHXT 71,10 cA 89,43 cA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
ST 40,58 eB 68,17 dB 81,18 cB 92,57 bB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
Liberacdo simulando fluido gastrico

SA 38,97 dC 91,55 aB 97,60 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SQ 55,37 aB 75,88 bA 81,98 bA 84,82 cA 93,88 bA 99,57 aA 100,00 aA
SHXQ 27,20 fC 53,34 dC 67,11 dC 77,49 eC 90,06 bcB 100,00 aA 100,00 aA
SX 43,09 cB 57,35dC 73,79 cB 93,41 bB 99,81 aA 100,00 aA 100,00 aA
SHXT 48,36 bC 56,44 dB 72,28 cC 77,91 deB 86,73 cB 91,60 bB 99,75 aA
ST 36,01 eC 62,87 cC 74,86 cC 82,94 cdC 92,64 bB 99,71 aA 100,00 aA
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APENDICE B - Perfil de liberacéo dos compostos fendlicos encapsulados, em agua e em fluidos que simulam condicdes
géstricas (SFG) e intestinais (SFI).

Minutos
Microparticulas 0 20 40 60 120 180 240
Liberac&o simulando fluido intestinal
SA 74,79 aB 85,04 bC 89,99 aB 93,41 bcB 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SQ 56,59 cB 49,63 eC 53,05 dC 58,01 eC 66,53 cC 75,66 bC 83,89 bB
SHXQ 47,07 dB 78,23 cB 83,13 bB 89,22 cB 89,44 bB 100,00 aA 100,00 aA
SX 37,94 eC 67,94 dB 66,76 cC 80,21 dC 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
SHXT 68,88 bB 88,82 aA 94,26 aB 99,55 aA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA
ST 56,78 cA 78,99 cA 92,04 aA 95,82 abA 100,00 aA 100,00 aA 100,00 aA

Médias seguidas por letras minlsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando revestimentos, dentro de cada fluido em
cada tempo de liberacao. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando o fluido de
liberacdo, em de cada tempo, dentro de cada revestimento.
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APENDICE C - Percentual de retencio de carotenoides em microparticulas armazenadas na presenca e auséncia de luz

pelo periodo de 28 dias.

Microparticulas

Dias de armazenamento

0 7 14 21 28

Armazenadas na presenca de luz
SA 100,00 aA 62,71 aB 54,04 abB 31,90 cB 29,24 cA
SQ 100,00 aA 74,50 Db 45,53 eB 40,38 bcA 36,05 dB
SHXQ 100,00 aA 54,39 bcA 46,23 cdA 31,26 cA 37,64 bA
SX 100,00 aA 53,12 cB 58,11 aB 57,99 aA 53,25 aB
SHXT 100,00 aA 56,16 bB 51,85 bcB 53,05 aB 53,79 aB
ST 100,00 aA 63,64 aA 43,98 dA 38,79 bA 36,59 bB

Armazenadas na auséncia de luz
SA 100,00 aA 67,02 bA 62,15 bA 43,22 bA 21,18 dB
SQ 100,00 aA 42,71 bA 41,82 eA 40, 68 cdA 22,75 cA
SHXQ 100,00 aA 49,01 cB 25,44 B 29,20 dA 28,08 cB
SX 100,00 aA 82,90 aA 69,88 aA 62,59 aA 64,32 aA
SHXT 100,00 aA 65,50 bA 60,48 cA 65,10 aA 63,85 aA
ST 100,00 aA 64,90 aA 41,33 dA 41,57 bcA 41,35 bA

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando revestimentos, dentro de cada condi¢cédo
e tempo de armazenamento. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05) avaliando a condicao de
armazenamento, em de cada tempo, dentro de cada revestimento.
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APENDICE D - Percentual de retencédo de compostos fendlicos em microparticulas armazenadas na presenca e auséncia
de luz pelo periodo de 28 dias.

Microparticulas

Dias de armazenamento

0 7 14 21 28

Armazenadas na presenca de luz
SA 100,00 aA 88,27 cA 88,19 aA 85,00 bcB 85,00 dA
SQ 100,00 aA 86, 67 cB 92,14 aB 94,75 aA 94,75 bA
SHXQ 100,00 aA 99,14 aA 93,44 aA 93,15 aA 97,41 aA
SX 100,00 aA 95,85 abA 92,05 aA 89,75 abB 92,17 cA
SHXT 100,00 aA 95,76 bA 90,35 aA 94,72 aA 94,35 bA
ST 100,00 aA 88,33 cB 91,51 aA 82,36 cB 86,03 dA

Armazenadas na auséncia de luz
SA 100,00 aA 88,48 aA 89,50 bA 94,00 aA 83,30 aA
SQ 100,00 aA 92,40 abcA 98,92 aA 94,84 aA 94,39 aA
SHXQ 100,00 aA 96,81 aA 94,77 abA 90,01 abA 87,56 aB
SX 100,00 aA 95,44 abA 92,67 abA 95,55 aA 86,28 aB
SHXT 100,00 aA 89,93 cB 91,62 abA 92,31 abB 92,57 aB
ST 100,00 aA 95,93 abA 87,03 aA 87,54 bA 86,86 aA

Médias seguidas por letras minisculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando revestimentos, dentro de cada condigdo
e tempo de armazenamento. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05) avaliando a condicdo de
armazenamento, em de cada tempo, dentro de cada revestimento.
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APENDICE E - Atividade antioxidante dos compostos bioativos presentes nas microparticulas armazenadas na presenca e

auséncia de luz pelo periodo de 28 dias.

Microparticulas

Dias de armazenamento

0 7 14 21 28

Armazenadas na presenca de luz
SA 36,09 bA 33,04 bA 32,49 abA 32,66 aA 30,23 abA
SQ 37,29 bA 35,48 aA 34,08 aA 26,85 cA 24,62 bA
SHXQ 40,22 aA 31,00 cdB 31,53 bB 25,40 cB 24,64 bB
SX 35,94 bA 27,68 eA 31,67 bA 28,91 abcB 27,93 abA
SHXT 37,47bA 32,08 bcA 34,28 aA 27,67 bcA 31,00 aA
ST 35,61 bA 30,08 dA 32,52 abA 31,49 abA 30,29 aA

Armazenadas na auséncia de luz
SA 36,09 bA 32,17 aA 32,42 abA 31,60 abA 31,79 aA
SQ 37,29 bA 36,35 aA 30,05 bA 27,78 bA 25,67 aA
SHXQ 40,22 aA 39,04 aA 38,82 aA 34,49 aA 28,40 aA
SX 35,94 bA 32,18 aA 31,53 bA 32,08 abA 31,59 aA
SHXT 37,47 bA 27,98 aB 29,33 bB 27,70 bA 25,99 aA
ST 35,61 bA 35,11 aA 29,62 bA 29,16 bB 29,06 aA

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando revestimentos, dentro de cada condi¢ao
e tempo de armazenamento. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05) avaliando a condicao de
armazenamento, em de cada tempo, dentro de cada revestimento. Resultados expressos em percentual de inibicdo.
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APENDICE F - Percentual de retencéo de carotenoides em microparticulas armazenadas a 4 °C e 25 °C pelo periodo de 84
dias.

Dias de armazenamento

Microparticulas

0 14 28 56 84
Armazenadas a 4 °C
SA 100,00 aA 64,26 cA 35,00 dA 13,44 cB 12,59 cdB
SQ 100,00 aA 52,41 eA 48,77 deA 28,67 dA 28,67 dA
SHXQ 100,00 aA 63,24 dA 36,85 eA 37,17 cA 26,41 cA
SX 100,00 aA 80,99 bA 62,14 aA 55,82 6aA 55,82 aA
SHXT 100,00 aA 67,49 aB 66,20 cA 45,35 abA 33,89 aA
ST 100,00 aA 50,01 cB 47,22 bB 47,87 bA 36,63 bA
Armazenadas a 25 °C
SA 100,00 aA 54,90 bcB 34,62 cA 24,63 eA 17,89 dA
SQ 100,00 aA 40,39 dB 33,20 bB 15,77 dB 16,14 cB
SHXQ 100,00 aA 46,63 cB 30,25 cB 24,85 cB 21,62 cB
SX 100,00 aA 69,86 aB 63,32 aA 38,95 aB 41,40 aA
SHXT 100,00 aA 73,79 bA 41,11 aB 41,09 bA 44,32 bA
ST 100,00 aA 57,60 dA 49,05 bA 41,72 bB 26,60 bB

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), dentro de cada condicdo e tempo de
armazenamento. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05), em de cada tempo de armazenamento,
dentro de cada revestimento.
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APENDICE G - Percentual de retencéo de compostos fendlicos em microparticulas armazenadas a 4 °C e 25 °C pelo
periodo de 84 dias.

Dias de armazenamento

Microparticulas

0 14 28 56 84
Armazenadas a 4 °C
SA 100,00 aA 87,87 cB 71,98 dB 73,66 cB 73,98 bA
SQ 100,00 aA 100,00 aA 87,29 bB 81,44 abB 86,13 aB
SHXQ 100,00 aA 100,00 aA 80,16 cB 83,04 aB 83,04 aB
SX 100,00 aA 82,33 dB 80,32 cB 83,29 aB 82,34 aB
SHXT 100,00 aA 94,18 bA 82,75 cB 82,29 aB 86,86 aA
ST 100,00 aA 100,00 aA 91,37aB 79,09 bB 82,67 aA
Armazenadas a 25 °C
SA 100,00 aA 94,92 cA 93,72 cA 92,12 bA 81,76 bA
SQ 100,00 aA 98,07 abA 97,87 abA 97,92 abA 96,97 aA
SHXQ 100,00 aA 96,92 bB 96,80 bA 96,71 abA 94,19 aA
SX 100,00 aA 98,95 aA 100,00 aA 92,04 bA 92,38 abA
SHXT 100,00 aA 91,79 dB 99,99 aA 99,60 aA 86,91 abA
ST 100,00 aA 96,51 bcB 99,70 aA 95,18 abA 87,99 abA

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), dentro de cada condicdo e tempo de
armazenamento. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05), em de cada tempo de armazenamento,
dentro de cada revestimento.
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APENDICE H - Atividade antioxidante dos compostos bioativos presentes nas microparticulas armazenadas a 4 °C e 25 °C
pelo periodo de 84 dias.

Dias de armazenamento
0 14 28 56 84

Armazenadas a 4 °C

Microparticulas

AS 36,09 bA 36,24 aA 35,96 abA 35,71 aA 35,59 aA
SQ 37,29 bA 35,54 aA 34,15 abA 31,24 bcA 31,68 abB
SHXQ 40,22 aA 37,91 aA 31,29 abcA 32,19 bA 32,44 abA
SX 35,94 bA 32,69 aA 29,47 bcB 28,51 cdA 29,77 bcA
SHXT 37,47 bA 36,17 aA 36,77 aA 32,46 abA 27,67 bcA
ST 35,61 bA 27,93 aA 26,74 cA 25,48 dA 25,52 cA
Armazenadas a 25 °C
AS 36,09 bA 36,11 aA 36,22 aA 35,81 aA 35,48 aA
SQ 37,29 bA 35,95 aA 34,61 aA 31,49 aA 33,29 aA
SHXQ 40,22 aA 34,44 aA 33,04 aA 31,91 aA 31,40 aA
SX 35,94 bA 33,82 aA 34,77 aA 26,68 aB 26,51 aA
SHXT 37,47 bA 32,74 aA 33,30 aB 30,59 aA 29,86 aA
ST 35,61 bA 26,87 bA 26,09 bA 26,51 aA 25,27 aA

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05) avaliando revestimentos, dentro de cada condi¢éo
e tempo de armazenamento. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na coluna diferem entre si pelo teste t (p<0,05) avaliando a condicéo de
armazenamento, em de cada tempo, dentro de cada revestimento. Resultados expressos em percentual de inibi¢&o.



