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RESUMO

JUSTI, P. N. Microencapsulacdo de Oleo da polpa de pequi por coacervacao
complexa. Campo Grande; 2016. [Tese — Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Caryocar brasiliense (pequi) é uma espécie nativa do cerrado brasileiro de grande
importancia econdmica e nutricional. Da sua polpa sdo extraidos o 6leo, rico em
acidos graxos insaturados e carotenoides, que apresentam acao antioxidante. O
objetivo principal do estudo foi a microencapsulacdo de 6leo da polpa de pequi por
coacervacdo complexa. A encapsulacdo é uma técnica promissora para a protecao
de compostos ativos que sdo facilmente degradados pelas condicdes ambientais
adversas. Diferentes técnicas de microencapsulacdo estao disponiveis, dentre as
quais a coacervacao complexa se destaca para amostras lipofilicas. A técnica
consiste na separacao reversivel de fases de dois polimeros e apresenta vantagens
em relacdo a outras técnicas por trabalhar com biopolimeros de fontes renovaveis,
utilizar condicdbes amenas de temperatura e nao utilizar solventes orgéanicos no
processamento. Neste estudo foram avaliadas as condicbes em que a temperatura,
velocidade de homogeneizacdo e quantidade de recheio podem interferir na
formacdo de microcapsulas por coacervacdo do Oleo de pequi e a retencdo de
carotenoides no microencapsulado. Também foi analisado o comportamento de
microcapsulas de oleo de pequi liofilizadas e acondicionadas em embalagens
flexiveis de polipropileno durante 160 dias de armazenamento em duas condi¢cdes
ambientais controladas: 1) aw= 0,84 e 25°C e 2) aw= 0,84 e 40°C. Foram
determinadas em triplicata atividade de agua, acidez, parametros de cor L*, a*, b*
carotenoides e estabilidade oxidativa. Os resultados mostraram que a
microencapsulacdo por coacervacdo complexa foi eficiente produzindo de 67,07 a
97,07% de microcapsulas e 66,58% a 96,86% de Oleo encapsulado. No
delineamento composto central rotacional as variaveis estudadas (temperatura,
velocidade de homogeneizagdo e recheio) influenciaram significativamente no
rendimento, eficiéncia e teor de carotenoides. A coacervacdo complexa auxiliou na
preservacdo dos carotenoides, sendo observadas 3,86% de perdas na formulagao
localizada no ponto central do delineamento. A técnica de coacervacdo complexa e
liofilizag&o preservou em torno de 74% dos carotenoides no 6leo microencapsulado
em po. A temperatura de 40°C favoreceu a oxidacdo e degradacao dos carotenoides
no 6leo e microcapsula de pequi.

Palavras-chave: Encapsulacéo, Caryocar brasiliense, Carotenoides, Vida util
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1 INTRODUCAO GERAL

O Cerrado é o segundo maior Bioma do Brasil, localizado em toda a regido
Centro Oeste e nos estados de Rondbnia, Minas Gerais, Para, Tocantins, Maranhéo,
Piaui, Bahia e Ceara (BATISTA et al., 2013), ocupando cerca de 25% do territério
nacional com uma fauna e flora diversificada. Dentre as frutiferas do cerrado, o
pequi se destaca por seu elevado teor de 6leo, proteina e carotenoides (FARIA-
MACHADO et al, 2015)

O pequi é constituido por uma casca verde que representa 84% do peso total
do fruto, 10% de polpa (rica em lipidios) e 6% de améndoa (VILELA, 2009). Além de
lipidios, proteinas, fibras e carboidratos, apresenta também diversos compostos
antioxidantes como carotenoides que sao precursores da vitamina A, vitamina C e E,
sais minerais com relevancia para o fésforo, potdssio e magnésio e compostos
fendlicos entre os quais estdo presentes flavonoides e taninos (ALVES, 2007,
VILELA, 2009).

A planta sdo atribuidas diversas propriedades medicinais, como a atividade
antifingica encontrada na folha e no 6leo essencial da semente (PASSOS et al.,
2002), atividade antioxidante associada a quantidade de carotenoides (LIMA et al.,
2007) e atividade anti-inflamatéria (TORRES et al., 2016) da polpa de pequi. A
comercializacdo do pequi baseia-se na venda da polpa em fatias, améndoas, doces,
conservas, Oleos da polpa e da améndoa e licores. E uma espécie considerada
economicamente viavel devido ao aproveitamento integral da planta, como a
utilizac@o de sua madeira na industria artesanal; o uso do 6leo extraido dos frutos e
das sementes na culinéria regional e na producdo de combustiveis e lubrificantes; da
casca e da polpa se obtém tinta e as flores e sementes séo utilizadas na medicina
popular (SANTANA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008).

Entretanto uma das grandes dificuldades tecnolégicas em relacéo aos oleos e
aos componentes bioativos € a sua preservacdo, pois grande parte dos
componentes sdo sensiveis ao calor e a oxidacdo. Entre as varias técnicas
empregadas para prolongar a estabilidade dos o6leos e outros componentes
bioativos, destaca-se a microencapsulacdo (SUAVE et al., 2006; CARNEIRO et al.,
2013; CELLI et al., 2015; DORDEVIC et al., 2015).
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A microencapsulagdo € o processo de empacotamento com finas coberturas
poliméricas aplicaveis em solidos, goticulas de liquidos ou material gasoso,
formando pequenas particulas denominadas microcapsulas ou microparticulas, que
podem liberar seu conteudo de forma controlada e aumentar a vida de prateleira de
Oleos e substancias bioativas (NEDOVIC et al., 2011; TATAR et al., 2014).

Existem vérias técnicas utilizadas para a preparacdo de microparticulas, que
estdo subdivididas em métodos quimicos, fisicos e fisico-quimicos. No entanto, a
escolha do método depende de alguns fatores, como por exemplo, as propriedades
do material do nucleo e das condi¢cdes de producdo (BANSODE et al., 2010). Dos
diferentes métodos disponiveis para o encapsulamento de compostos lipofilicos, a
coacervacao complexa € considerada a mais simples, eficiente, isento de solventes
e de facil reproducdo (DONG et al., 2011; JUN-XIA et al., 2011; XIAO et al., 2014).

A técnica de coacervacdo complexa consiste na separacdo espontanea de
fases que ocorre quando polieletrolitos de cargas opostas (proteina e
polissacarideo) sdo misturados em um Unico meio aquoso sendo influenciados pelo
pH, forca ibnica e eletrostatica (DUCEL et al., 2004; COMUNIAN et al., 2016). Os
principais polimeros obtidos de fontes renovaveis empregados como agentes
encapsulantes sdo os polissacarideos (amido, maltodextrina, goma ardabica, alginato,
quitosana, carragena) e proteinas (gelatina, caseina, soja, trigo) (GIBBS et al., 1999;
MARTINS et al., 2014).

Considerando que muitos compostos bioativos sdo altamente degradaveis,
perdendo suas propriedades de interesse e, consequentemente, seu valor bioldgico,
as técnicas de microencapsulacao podem proteger esses compostos, aumentando
consideravelmente sua estabilidade e podem representar alto potencial no
desenvolvimento de novos produtos. Porém, mesmo as microcapsulas, assim como
a maioria dos alimentos tanto de origem vegetal como animal, esta sujeita a
deterioracgdes fisicas, quimicas e microbiolégicas.

A perda de componentes em uma amostra durante o periodo de
armazenamento pode ser avaliada realizando-se analises laboratoriais que irdo
predizer ou estimar a vida de prateleira do produto (ALVES et al., 2010). A vida de
prateleira pode ser definida como o tempo que se passa desde a producédo e
embalagem de um alimento até o0 momento em que ele se torna inaceitavel para o
consumo (SFACIOTTE et al., 2015; MA et al., 2017).
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Sendo assim, o objetivo deste estudo foi produzir microcdpsulas de éleo de
pequi pela técnica de coacervacdo complexa e avaliar a estabilidade de
microcapsulas liofilizadas acondicionadas em diferentes embalagens em funcéo do

conteudo de carotenoides.

Para tanto o trabalho conta com trés capitulos, sendo o primeiro intitulado
“‘Revisao da Literatura”, que aborda uma ampla revisao sobre o pequi. O Capitulo 2,
e o Capitulo 3 intitulados “Microencapsulacdo de Oleo da polpa de pequi por
coacervagao complexa” e “Avaliagdo da vida util de microcapsulas de éleo de pequi
liofilizadas”, respectivamente, abordam diferentes técnicas de obtencdo e

preservacao desse 0leo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Pequi

A regido do Cerrado corresponde a 24% do territério Brasileiro (Figura 1).
Possui uma area de 204 milhdes de hectares distribuidos principalmente nos
estados de: Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Tocantins,
Bahia, Piaui, Maranhao e Distrito Federal (BATISTA et al., 2013)

/
rj.‘mom i
~ CAATINGA -
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)
BIOMA CERRADO -,

4 oY k\

Figura 1. Mapa de Biomas e de Vegetacao Brasileira

Fonte: www.ibge.qgov.br

O Caryocar brasiliense Cambess também conhecido como piqui, pequia,
améndoa de espinho, grdo de cavalo e pequi é uma arvore tipica do Cerrado
brasileiro (Figura 2) pertencente a familia Caryocaraceae de acordo com o sistema
de classificacdo baseado no The Angiosperm Phylogeny Group (APG) II (2003).
Apresenta porte arboreo, atingindo entre 8 a 12m de altura. A sua casca é escura e
os seus galhos longos, grossos e pouco inclinados. A madeira é de cor amarelo-
pardo, apresentando copa larga e galhos que se estendem pela lateral. As folhas


http://www.ibge.gov.br/
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sdo compostas, trifoliadas, opostas, limbo oval, com auséncia de pelos e de
glandulas (SILVA et al., 1994; NASORRY et al., 2012)

Figura 2. Arvore do pequi (Caryocar brasiliense)

Fonte: www.correiodoestado.com.br

O fruto do pequi é drupaceo, globoso constituido do pericarpo (casca) de cor
acizentado ou verde-amarelado; o mesocarpo (polpa) amarelo-claro (Figura 3),
carnoso; endocarpo (envoltério do carogo) rigido e lenhoso por fora, recoberto por
uma camada de espinhos finos e sementes oleaginosas de cor branca (améndoa)
(MELO JUNIOR et al., 2004; RAMOS et al., 2011)

Figura 3. Fruto do pequi com casca, mesocarpo interno (polpa amarela)
e mesocarpo externo (polpa branca).

Fonte: http://www.agencia.cnptia.embrapa.br/


http://www.correiodoestado.com.br/
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2.2 Utilidades do pequi

O C. brasiliense Cambess é uma espécie considerada economicamente viavel
devido a utilizacdo de sua madeira na indastria artesanal; do 6leo dos frutos e
sementes na culinaria regional e producdo de combustiveis e lubrificantes; da tinta
obtida da casca e da polpa e das flores e sementes utilizados na medicina popular
(SANTANA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2008)

A madeira do pequi é utilizada na fabricacdo de estacas, pilares e pildes e na
producéo de carvao siderurgico. Da polpa do fruto sédo extraidos o 6leo utilizado em
frituras, condimentos, elaboracdo de sorvetes e picolés, enquanto a castanha
torrada € consumida como farofa, doce e pacoca (SILVA et al., 2001)

A industria de tintas utiliza a casca e as folhas por causa do seu alto grau de
taninos (DOMBROSKI, 1997). A planta e aos seus frutos s&o atribuidas diversas
propriedades medicinais, como atividade antifungica da folha, do éleo essencial da
semente, além da acdo dos 6leos fixos da améndoa e da semente de pequi sobre
diversos microrganismos como por exemplo, Cryptococcus neofarmans var.
neoformans e Cryptococcus neoformans var. gatti (PASSOS et al., 2002), atividade
antioxidante associada a quantidade de carotenoides (LIMA et al., 2007) e atividade

anti-inflamatéria (TORRES et al., 2016) da polpa de pequi.

2.3 Aspectos nutricionais

O pequi é constituido por uma casca verde que representa 84% do peso total
do fruto, 10% de polpa (rica em lipideos) e 6% de améndoa (VILELA, 2009). Além de
lipidios, proteinas, fibras e carboidratos, apresenta também diversos compostos
antioxidantes como carotenoides, vitaminas C e E, sais minerais (fésforo, potassio e
magnésio) e compostos fendlicos (flavonoides e taninos) (VILELA, 2009; ALVES,
2007). A sua polpa contém uma significativa quantidade de &cidos graxos, vitamina
A, proteinas e carotenoides. Os principais acidos graxos encontrados no 6leo de
pequi sao o oleico e o palmitico (BARRA et al., 2013; LIMA et al., 2007).

Os carotenoides sao compostos lipossoluveis encontrados em plantas e alguns
animais, responsaveis pela coloracdo que varia do amarelo ao vermelho em
alimentos (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010; AMORIM-CARRILHO et al., 2014). Sua
importancia esta em sua fungcdo corante e antioxidante (OLIVEIRA et al., 2008;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2015)
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2.4 Oleo de pequi

De acordo com a RDC 270 de 22 de setembro de 2005 (ANVISA, 2005),
define-se 6leo vegetal ao produto constituido principalmente de &cidos graxos de
espécies vegetais, podendo conter pequenas quantidades de outros lipideos como:
fosfolipidio, constituintes insaponificaveis e acidos graxos livres presentes
naturalmente no 6leo. Os 6leos vegetais devem ser liquidos na temperatura de 25°C.
Também consta nos requisitos especificos desta portaria que o 6leo vegetal ndo
refinado deve apresentar o maximo de 4,0 mg KOH/g no teste de acidez e 0 maximo

de 15 meq/kg para indice de peroxidos.

Figura 4. Oleo de pequi

Fonte: Autoria prépria

O oOleo de pequi (Figura 4) pode ser obtido por processo artesanal que
emprega agua quente, por solvente e por prensagem. No processo de extragdo do
0leo da polpa deve ser avaliado o custo, a disponibilidade e a toxidez. A extracao do
O0leo por aguecimento exige tempo e resulta em pouco rendimento, além da
possibilidade de contaminagdo. Temperaturas elevadas promovem a oxidacdo dos
acidos graxos insaturados, formando aldeidos responsaveis pelo sabor indesejavel
no 6leo (RABELO, 2008).

Na extracdo por solvente organico se obtém maior rendimento e 0 processo
nao exige aquecimento. No entanto, alguns solventes organicos sdo cancerigenos e

devem ser evitados em 0leos destinados a alimentacdo. A prensagem pela reducao
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de particulas e laminacdo promove a ruptura das células e liberacdo do 6leo. Para
isso a amostra é previamente desidratada com o intuito de evitar contaminacao
microbiana e perda da qualidade do extrato (AQUINO et al, 2009b).

O dleo originado “bruto ou fixo”, geralmente apresenta-se turvo e quimicamente
instavel a oxidacdo. O refino do 6leo possibilita a eliminacdo de compostos polares,
acidos graxos livres, peroxidos, contaminantes e odores indesejaveis. Entretanto,
altera a qualidade do produto, afetando compostos menores que possuem atividade
terapéutica e nutricional importante como antioxidantes naturais e vitaminas
lipossoluveis (PARMENTIER, 2004)

O oOleo de pequi originario do Cerrado brasileiro € rico em carotenoides e
acidos graxos insaturados e vem sendo bastante utilizado na éarea alimenticia
(preparo de frituras, temperos), indastria cosmética (fabricacdo de sabonetes e
cremes) e na medicina (contra cancer, Ulceras gastricas, hipovitaminose A, no
tratamento de dores reumaticas e musculares). (PASSOS et al., 2002; ROESLER et
al., 2007; AQUINO et al, 2009a)

Os acidos graxos predominantes do Oleo de pequi sdo os acidos oleico e
palmitico (SCHLEMMER et al, 2010). O acido oleico destaca-se como um dos acidos
mais amplamente distribuidos na natureza. Na auséncia dos acidos graxos
essenciais (w-6 e w-3), 0 metabolismo dos animais e humano, introduz uma ligagao
dupla localizada entre atomos de carbono 9, 10 do acido esteérico para formar o
acido oleico. O acido oleico através da eliminacdo de hidrogénio e aumento da
cadeia carbonica funciona como precursor para os acidos da familia w-9, w-6 e w-3
(VIANNI et al., 1996) O &cido palmitico ocorre em todos os Oleos e gorduras de
plantas e animais terrestres e aquaticos, atuando como precursor dos acidos graxos
naturais saturados e insaturados de cadeias mais longas.

Estudos metabdlicos e epidemiolégicos indicam que o acido palmitico eleva a
concentracdo plasmatica de colesterol e do colesterol LDL (lipoproteina de baixa
densidade), quando comparado a gordura poliinsaturada (LOTTENBERG, 2009). Ja
o &cido oleico apresenta propriedades benéficas a saude, pois reduz os niveis de
lipoproteinas LDL no sangue, suprime a tumorigénese e doencas inflamatorias,
diminui a pressao sanguinea e previne aterosclerose. (LOPEZ-HUERTAS, 2010; AL-
SHUDIEFAT et al., 2013; SALES-CAMPOS et al, 2013; GOLDSON et al., 2014;
JONES et al., 2014). Vale ressaltar ainda que alguns desses acidos graxos possuem

capacidade antimicrobiana.
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2.5 Carotenoides

Carotendides sdo pigmentos organicos naturais que compreendem oito
unidades de isopreno associadas a um esqueleto de 40 a4tomos de carbono. S&o
classificados pela presenca de oxigénio, isto €, xantofilas (criptoxantina, luteina
astaxantina) e hidrocarbonetos , isto €, carotenos ( a-, B- caroteno, licopeno, fitoeno).
Os carotendides sdo sintetizados por todas as plantas e muitos microorganismos
(bactérias e fungos). S&o reponsaveis pela cor vermelha, amarela e laranja de
frutas, legumes e flores(BRITTON, 1997; SOUKOULIS et al., 2015; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2015).

Dos cerca de 600 carotenoides identificados, somente 20 sdo encontrados em
tecidos humanos, provenientes da dieta (CERQUEIRA et al., 2007). O principal
papel de [B-caroteno na saude humana é como precursor da vitamina A e
antioxidantes e, portanto, amplamente utilizado em alimentos, cosméticos e na

industria farmacéutica (JAIN et al., 2015)

Os carotenoides sdo antioxidantes naturais que podem prevenir ou diminuir 0s
danos oxidativos, pois possuem a capacidade de reagir com os radicais livres,
apresentando propriedades benéficas a salde, atuando na prevencdo de
carcinomas, arteriosclerose, doencas cardiovasculares, oftalmoldgicas, pulmonares
e desordens neurodegenerativas (KRINSK et al., 2005; RAO et al., 2007; ALOS et
al., 2016).

A degradacdo oxidativa dos carotenoides é desencadeada pelo calor, luz,
oxigénio, acidez e baixa atividade de agua (RODRIGUEZ- AMAYA 1993), sendo
necessario formas para preservar a acao bioativa desses constituintes. Os efeitos da
degradacdo destes compostos podem ser minimizados por técnicas de

microencapsulagao.

2.6 Antioxidantes

Antioxidantes em alimentos representam a pequena quantidade necessaria
para prevenir ou retardar a oxidacdo de alimentos facilmente oxidaveis. A oxidacao

lipidica € uma alteracéo quimica que ocorre entre os lipidios e oxigénio. Os radicais
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livres (RL), elétrons ndo pareados centrados no atomo de oxigénio (EROs) ou no
atomo de nitrogénio (ERNs) sdo produtos do metabolismo dos seres vivos.

A oxidacéo dos lipidios esta associada a reacdo do oxigénio com acidos graxos
insaturados e ocorre em 3 fases: Iniciacdo (ocorre o ataque dos radicais livres a
moléculas de &cido graxo); Propagacdo (reacdo iniciada no radical alquila, que
reage com oxigénio, originando o radical peroxila, e Terminagdo (ocorre o rearranjo
dos radicais formados entre si, originando produtos nédo reativos e polimeros)
(MCCLEMENTS et al, 2008).

Vérios fatores podem contribuir para a geracao de espécies reativas de O e N,
dentre eles podemos citar: irradiagcdo de raios ultravioletas, raio X e raio gama,
reacdo de poluentes metdlicos no ambiente, em processos inflamatorios no
organismo, exposic¢ao a toxinas e herbicidas (CRUZ, 2008).

As frutas, hortalicas e vegetais apresentam em sua composicdo compostos
com atividade antioxidante, como vitamina A e C, carotenoides e compostos
fendlicos que possuem efeito na prevencdo do estresse oxidativo (PEREIRA et al.,
2009)

A vitamina A € o termo genérico para descrever todos 0s compostos com
atividade bioldgica do retinol, exercendo funcdes importantes no organismo tais
como: agao protetora da pele, das mucosas, no funcionamento da normal da viséo e
estrutura do olho (SANO, 1998) Ja a vitamina C, é um agente redutor que
desempenha importantes funcdes metabdlicas, além de atuar na reciclagem da
vitamina E no processo de peroxidacao lipidica das membranas e lipoproteinas
(RAMALHO et al., 2006; CERQUEIRA et al., 2007)

Alimentos que apresentam propriedades antioxidantes sdo uma alternativa
contra os efeitos oxidativos dos radicais livres. E eles vem sendo pesquisados, para
substituir a utilizacdo de antioxidantes sintéticos BHT (butil-hidroxi-tolueno) e BHA
(butil-hidroxi-anisol) uma vez que estes apresentam propriedades carcinogénicas em
animais (GALVAO, 2008). No entanto, dificuldades podem ser encontradas, devido a
instabilidade destes compostos.

A oxidacédo de 6leos e gorduras pode ser evitada com a reducdo dos fatores
que contribuem para a sua degradacdo. Para isso € necessario manter ao minimo
0s niveis de energia (temperatura e luz) que sdo responsaveis pelo
desencadeamento do processo de formacdo de radicais livres, evitar a0 maximo o

contato com oxigénio e a presenca de tracos de metais no 6leo e bloquear a
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formacdo de radicais livres por meio de antioxidantes, 0s quais, em pequenas
quantidades, atuam interferindo nos processos de oxidagdo de lipidios (RAMALHO
et al., 2006)

2.7 Microencapsulacao

O processo de microencapsulacdo € definido como um empacotamento ou
aprisionamento de pequenas particulas (liquidas, sélidas ou gases). O material
encapsulado é conhecido como material de recheio ou nucleo, e a parte externa que

envolve a capsula, parede, matriz ou cobertura (AUGUSTIN et al., 2009)

Parede Ativo Ativo Matriz
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Figura 5. Comparacdo entre os tipos de particulas: a) microcapsulas e b)
microesferas

Fonte: http://www.ital.sp.gov.br/

As capsulas sao classificadas de acordo com seu tamanho em macro (>5000
pm), micro (0,2 — 5000 ym) e nanocapsulas (<0,2 um). Em relacdo a sua estrutura
as capsulas podem ser divididas em dois grupos: microcapsulas, sistema
reservatério contendo o nucleo revestido por polimeros que constituem a membrana
da capsula e microesferas, sistema matricial na qual o nucleo é uniformemente
disperso em uma matriz (Figura 5) (BAKER et al., 1986; GIUNCHEDI et al., 1995;
KAS et al., 2000)

Os agentes encapsulantes frequentemente utilizados na microencapsulacao
(Tabela 1) sao: polissacarideos, lipidios e proteinas (SHAHIDI et al, 1993; GIBBS et
al, 1999; MARTINS et al, 2014). Essa tecnologia tem sido muito aplicada na industria

alimenticia, farmacéutica, agricola e cosmética (SILVA et al, 2003)


http://www.ital.sp.gov.br/
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Tabela 1. Principais agentes encapsulantes utilizados na microencapsulacéo

Fonte Exemplos

Carboidratos Amido, dextrinas, acucar, celulose, acetatofttalado de
celulose

Gomas Goma ardbica, alginato de sédio, carragena

Lipideos Monoglicerideos e diglicerideos, 6leos e gorduras

Proteinas Gluten, caseina, gelatina, albumina

Quitosana Fonte alternativa extraida da casca de crustaceos

Fonte: Suave et al. (2006)

A microencapsulacdo além de proteger o recheio ou principio ativo, tem por
objetivo reduzir as interac6es do nucleo com fatores ambientais, retardar alteracdes
gue resultam na perda de cor, aroma e valor nutricional, mascarar compostos de
sabor indesejavel, promover melhor solubilidade do ndcleo, aumentar a sua vida de
prateleira e permitir a liberagdo controlada do material do ndcleo (AHN et al., 2008;
AUGUSTIN et al., 2009).

A retencdo do material de recheio (nucleo) nas microcapsulas e sua
estabilidade dependem de muitos fatores: a natureza quimica, o peso molecular,
polaridade e volatilidade do ingrediente alimentar, a sua interacdo com o material de
parede e a sua localizacao dentro da estrutura da microcipsula até a sua liberacéo
gue é desencadeada por um estimulo externo (AUGUSTIN et al., 2009).

A forma e o tamanho das particulas dependem dos materiais e métodos
utilizados no processo de obtencdo. As particulas sdo produzidas a partir de uma
ampla variedade de polimeros e diferentes processos de microencapsulacéo (Figura
6).
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Figura 6. Principais técnicas de microencapsulacao

Fonte: SRI.S et al., 2012

2.8 Coacervacédo complexa

No processo de coacervacdo ocorre a separacdo de fases, devido a cargas
opostas dos eletrélitos (proteina e polissacarideo), que € influenciada pelo pH, forca
ibnica, forca eletrostatica, proporcdo e concentracdo total de polimeros, peso
molecular, densidade de carga, flexibilidade, conformacdo de biopolimeros, a
agitacdo, pressdo e temperatura (DUCEL et al, 2004; YE, 2006; SPRUIJT et al,
2010); GORJY et al., 2014); MCCLEMENTS, 2006; SCHMITT et al, 2011)

A técnica de microencapsulacdo por coacervacdo complexa vem sendo
bastante utilizada em substancias lipofilicas. O processo ocorre em 3 etapas sob
constante agitagdo sendo que inicialmente, uma emulsédo (dgua/dleo/dgua) deve ser
preparada e dispersa em uma solucdo aquosa contendo um tensoativo hidrocoldide.
Na segunda etapa ocorre a formacdo do revestimento (deposicdo do revestimento
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de polimero sobre o material de nucleo) e na Ultima a estabilizacdo do revestimento.
(NAKAGAWA et al, 2012; COMUNIAN et al, 2013; ZUANON et al, 2013; MARTINS
et al, 2014)

GELATINA GOMA ARABI

OLEO DE PEQUI

. _ BANHO DE GELO
MICROCAPSULA UMIDA e N TACKO 16H - 8°C AJUSTE pH (4)

PENEIRADA 75MM (10°C)

MICROCAPSULA
LIOFILIZADA

Figura 7. Técnica de coacervacao complexa
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O sistema gelatina-goma arabica é o sistema de coacervacdo complexa mais
estudado (ZUANON et al., 2013; PRATA et al., 2015; PIACENTINI et al., 2013;
COMUNIAN et al.,, 2013; LV et al., 2014). A coacervacdo complexa é possivel
apenas em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico da gelatina. Nesses valores de
pH que a gelatina se torna positiva, mas a goma arabica continua a ser carregada
negativamente.

O processo de coacervacdo complexa tipica, usando gelatina e goma arabica
como agentes encapsulantes, ocorre da seguinte maneira (Figura 7): o material do
ndcleo é emulsionado ou suspenso na gelatina. Em seguida, a goma arabica é
adicionada ao sistema (Figura 7). A temperatura do sistema deve ser maior do que o
gel ponto de uma solucéo aquosa de gelatina (maior do que 35 °C). O pH é ajustado
para 3,8-4,3 e a mistura € mantida ao longo de todo o processo. O sistema é
arrefecido a 50 °C e as paredes da capsula de coacervato gelificada séo
insolubilizadas pelo ajuste do pH. As microcapsulas séo lavadas, secas e recolhidas
(GHULAN et al., 2009; AGNIHOTRY et al., 2012)

A coacervacdo complexa apresenta vantagens como alta eficiéncia de
encapsulacdo, possibilidade de trabalhar com biopolimeros, auséncia do uso de
solventes organicos e condicdes amenas de temperatura que favorece a
encapsulacdo de compostos bioativos (ASSIS et al, 2012; BAKRY et al., 2015). De
acordo com Silva et al. (2003), dentre as limitacBes do processo esta a necessidade
do total controle das condicbes do processo, tendo como problema comum a

aglomeracao das microparticulas e custos elevados.

2.9 Gelatina e goma arébica

Um dos principais fatores que influenciam na estabilidade de compostos
microencapsulados € a natureza do material encapsulante. Para a escolha do
material devem ser consideradas: as propriedades fisicas e quimicas do recheio
(porosidade, solubilidade) e da parede (viscosidade, propriedades mecanicas,
capacidade de formar filme), a compatibilidade do ndcleo com a parede, o
mecanismo de controle e os fatores econémicos. Além disso, o material de parede
deve ser insoltvel e ndo apresentar reagdo com o recheio (BRAZEL, 1999).

O sistema gelatina e goma arabica tém sido o mais estudado até o momento. A

7

goma ardbica é um polissacarideo obtido a partir do exsudado de plantas. A
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preferéncia por esse polimero deve-se a formacdo de emulsbes estaveis com a
maioria dos 6leos e a formacéo de filme na interface do 6leo. E um polimero que
consiste no acido D-glucurdnico, L-ramnose, D-galactose e L-arabinose, com
aproximadamente 2% de proteina. As propriedades de emulsificacdo da goma
arébica sdo atribuidas a fragdo proteica de sua estrutura (DICKINSON, 2003). A
goma € negativamente carregada em pH acima de 2,2 e valores menores suprimem
a dissociacdo dos grupos carboxila. No entanto o alto custo e a oferta limitada da
goma arabica tém feito com que pesquisadores procurem por novos biopolimeros
em substituicdo a goma ardbica (GHARSALLAOUI et al., 2007).

A gelatina é uma proteina de origem animal resultante da hidrolise do colageno
oriundo de o0sso, pele e tecidos de suinos e bovinos. O pH da gelatina pode ser
acido ou basico dependendo do meio. Em solucdes acidas, a gelatina apresenta
carga positiva e o contrario ocorre em solugdes alcalinas. O seu ponto isoelétrico
pode variar em funcéo do pré-tratamento utilizado na hidrélise do colageno, ficando
em torno de 4,5 a 5,3 para gelatinas tipo B (pré-tratamento com pH alcalino) e entre
7,0 a 9,4 na gelatina tipo A (pré-tratamento com pH &cido) (POPPE, 1997).

O interesse pela gelatina na industria de alimentos € devido ao seu baixo custo,
por ser abundante, aumentar a elasticidade, consisténcia e estabilidade dos
alimentos e funcionar como um filme externo de protecdo a fatores como
desidratacéo, luz e oxigénio (BUENO, 2008).

2.10 Vida util

A maioria dos alimentos tanto de origem vegetal como animal esta sujeita a
deterioracg@es fisicas, quimicas e microbiolégicas. A perda de componentes em uma
amostra durante o periodo de armazenamento pode ser avaliada realizando-se
analises laboratoriais que irdo predizer ou estimar a vida util do produto (ALVES et
al., 2010).

A vida util ou vida de prateleira pode ser definida como o tempo que se passa
desde a producdo e embalagem de um alimento até o momento em que ele se torna
inaceitavel para o consumo (BATTISTELLA, 2008). Para se estimar a vida util de um
produto € necessario primeiramente identificar as principais alteracdes que
influenciam em sua qualidade e determinar as condicbes em que o produto sera
armazenado (AZEREDO, 2012).
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Os principais fatores que podem influenciar na vida util sdo caracterizados em
intrinsecos (atividade de agua, pH, potencial redox, nutrientes, oxigénio disponivel,
microflora natural e utilizacdo de conservantes na formulacdo do produto (como o
sal) e extrinsecos (tempo, controle de temperatura e umidade relativa do ar,
processamento, estocagem e transporte, atmosfera da embalagem, tratamento
térmico utilizado e manipulacdo pelo consumidor) (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2011; TEIXEIRA-NETO et al., 2004).

O método utilizado para determinacdo da vida Gtil pode ser direto ou indireto.
No monitoramento direto as amostras sdo analisadas por um periodo superior ao
estimado na vida de prateleira até que seja verificado o inicio da deterioracdo (NEW
ZELAND, 2005). O método indireto € baseado no estudo acelerado em tempo
reduzido e em diferentes condi¢cdes de armazenamento (GRIZOTTO et al., 2006).
Com os testes acelerados é possivel obter dados cinéticos nas condi¢des estudadas
e utilizd-los para estimar a vida utii de um produto em condi¢cdes normais de
estocagem (NEW ZEALAND, 2005; GARCIA-GARCIA et al., 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Produzir microcapsulas de oOleo de pequi pela técnica de coacervacéo
complexa e avaliar a estabilidade de microcapsulas liofilizadas acondicionadas em

diferentes embalagens em fungéo do conteudo de carotenoides.

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

» Obter microparticulas poliméricas contendo 6leo de pequi pelo método de
coacervacdo complexa a partir da mistura 6leo e agente encapsulante,
considerando a temperatura, velocidade de homogeneizacéo e quantidade de
recheio;

» Otimizar as condicbes de processo da coacervacao complexa do 6leo de
pequi visando maior rendimento, eficiéncia da encapsulacdo e tamanho de
particula;

» Avaliar a vida 0til do 6leo de pequi e da microcapsula liofilizada;
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4 ARTIGO 1

Microencapsulacao de 6leo da polpa de pequi por coacervacao complexa

Priscilla Narciso Justi; Eliana Janet Sanjinez-Argandofia; Maria Ligia Rodrigues

Macedo

RESUMO

O d6leo da polpa de pequi, Caryocar brasiliense, € rico em carotenoides, composto
antioxidante facilmente oxidado pela presenca de calor, luz e oxigénio. Com o
objetivo de melhorar sua estabilidade, o 6leo de pequi foi microencapsulado por
coacervacdo complexa utilizando gelatina e goma ardbica como agentes
encapsulantes. Vinte formulacdes foram preparadas a partir do delineamento
composto central rotacional 23. Neste estudo foi avaliada a influéncia da
temperatura, velocidade de agitacdo e material de ndcleo na coacervacgéo, a fim de
preservar os carotenoides presentes no 6leo. Os melhores valores de rendimento e
carotenoides foram obtidos no ponto central do delineamento (7,59 de recheio,
15.000rpm e 50°C). As particulas apresentaram distribuicdo assimétrica com
diametro de 15 a 145um e a eficiéncia, obtida em funcdo do Oleo retido na
microcapsula, variou entre 66,58 a 96,50%, comprovando a eficacia deste método
de encapsulacéo.

Termos paraindexacédo: Caryocar brasiliense, carotenoides, retencéo.
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Microencapsulation of pequi pulp oil by complex coacervation

Priscilla Narciso Justi; Eliana Janet Sanijinez-Argandofia; Maria Ligia Rodrigues

Macedo

ABSTRACT

Pequi pulp oil, Caryocar brasiliense,is rich in carotenoids, antioxidant compounds
which is easily oxidized by the presence of heat, light and oxygen. In order to
improve its stability, pequi oil was microencapsulated by complex coacervation using
gelatin and Arabic gum as encapsulating agents. Twenty formulations were prepared
using the central composite rotational design 23. The influence of temperature,
stirring speed and core material in the oil coacervation were evaluated, aimed to
preserve the carotenoids present on the oil. The best yield values and carotenoids
content were obtained at the midpoint of design (7.5g core, 15.000rpm and 50°C).
The particles showed an asymmetric distribution with diameter ranging from 15 to
145um and the efficiency of the encapsulation process, obtained by the oil into the
microcapsule, ranged from 66.58 to 96.50%, thus demonstrating the encapsulation
efficiency of this method.

Index terms: Caryocar brasiliense, carotenoids, retention.
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1 INTRODUCAO

O Bioma Cerrado corresponde a 24% do territorio brasileiro, concentrando um
terco da biodiversidade nacional e 5% da flora e fauna mundial. Dentre as frutiferas
nativas do cerrado de grande valor econdmico e importante fonte nutricional,
destaca-se o pequi (Caryocar brasiliense) muito utilizado na culinaria do Centro-
Oeste, especialmente no estado de Goias. A polpa do pequi € rica em carotenoides,
compostos fendlicos e acidos graxos insaturados, com predominancia do acido
oleico e palmitico (LIMA et al., 2007; BARRA et al., 2013).

Os carotenoides sdo antioxidantes naturais que podem prevenir ou diminuir 0s
danos oxidativos, pois possuem a capacidade de reagir com os radicais livres,
apresentando propriedades benéficas a saude, atuando principalmente na
prevencao de carcinomas, doencgas cardiovasculares, oftalmolédgicas, pulmonares e
desordens neurodegenerativas (RAO et al., 2007; LIMA et al., 2012; ALOS et al.,
2016).

Porém os carotenoides séo sensiveis as condicdes ambientais adversas tais
como calor, luz e oxigénio (SANTANA et al., 2013), fatores estes que aceleram a
sua degradacdo sendo necessario a utilizacdo de técnicas adequadas, capazes de
preservar a acdo bioativa desses constituintes. Os efeitos da deterioracdo destes
compostos podem ser minimizados pelo processo de microencapsulacao.

A microencapsulacdo oferece protecdo do material encapsulado,
mascaramento de sabores e odores, possibilidade de liberacdo controlada do
recheio e aumento da estabilidade (AHN et al, 2008; AUGUSTIN et al, 2009). Neste
método é imprescindivel a escolha correta do material de parede. Os principais
biopolimeros empregados sdo os polissacarideos (amido, maltodextrina, goma
arabica, alginato, quitosana, carragena), proteinas (gelatina, caseina, soja, trigo)
(GIBBS et al, 1999; MARTINS et al, 2014).

Entre as técnicas utilizadas para microencapsulagéo, a coacervacdo complexa
tem sido o método mais aplicado em substancias lipofilicas. O processo consiste na
separacao espontanea de fases que ocorre quando polieletrélitos de cargas opostas
(proteina e polissacarideo) sdo misturados em um Unico meio aquoso sendo
influenciados pelo pH, forca i6nica e eletrostatica (DUCEL et al., 2004; COMUNIAN
et al., 2016).



48

Estudos cientificos mostram a importancia e o efeito da microencapsulagéo por
coacervacao complexa na disponibilidade controlada do extrato de propolis (NORI et
al., 2011) e da droga oral celecoxib (CHENG et al., 2010). A estabilidade da luteina e
do acido ascorbico foram estudados por Qv et al. (2011) e Comunian et al. (2013). A
microencapsulacédo pode ser empregada na preservacdo de pigmentos como a
curcuma (ZUANON et al., 2013; WANG et al., 2012), na retencdo de sabor e aroma
do oleo essencial de laranja (JUN-CHIA et al., 2011) e do xilitol (SANTOS et al.,
2015). A conservacdo de carotenoides de frutos do cerrado foi estudada por
LESCANO et al. (2014) e Lima (2014).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a retencéo de carotenoides
das microcapsulas produzidas a partir do 6leo de pequi pela técnica de coacervacéo

complexa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O pequi (Caryocar brasiliense) foi adquirido em Campo Grande (MS), latitude
20°26'34"' e longitude 54°38'47'', 532 m de altitude, durante o periodo de
dezembro/janeiro de 2015 e 2016. Os frutos foram selecionados, higienizados,
descascados e despolpados manualmente com o auxilio de facas de aco inoxidavel.
A polpa foi desidratada a 50°C em desidratador com velocidade de ar de 0,5m/s por
24 horas. Da polpa desidratada foi extraido o Oleo por prensagem a temperatura
ambiente em prensa tipo expeller. O 6leo obtido foi centrifugado a 1.500rpm por 15

minutos para separacao de impurezas.
2.2 Reagentes
Para o processo de microencapsulagao foram utilizados gelatina (Fluka), goma

arabica (Vetec) e acido cloridrico (Vetec). Reagentes de grau analitico P.A. foram

utilizados para as analises.
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2.3 Obtencéo das microcépsulas

As microcapsulas do 6leo da polpa de pequi foram preparadas pelo método de
coacervacao complexa em meio aquoso de acordo com o procedimento descrito por
Alvim et al. (2010) com modificagBes obtendo-se uma emulsdo fina e estavel do
nacleo (6leo) na solugdo do material de parede. Para isto, uma aliquota de Oleo
(3,3g a 11,79) foi misturada com 100mL de solucéo de gelatina (2,5%) previamente
hidratada e aquecida (33,2°C a 66,8°C). A mistura foi homogeneizada em agitador
ultraturrax com velocidade controlada (6.600rpm a 23.400rpm) por um minuto. Em
seguida foram adicionadas 100mL de solu¢do de goma arabica (2,5%) e 400mL de
agua deionizada, ambas aquecidas a mesma temperatura que a mistura anterior.
ApoOs esta etapa o pH da suspensédo foi ajustado com solucdo de HCI (0,1M) até
atingir um pH 4. O material entdo foi resfriado em banho de gelo, sob agitacao
constante até atingir 10°C, logo permaneceu em repouso, obtendo-se por
decantacdo as particulas encapsuladas na forma de uma fina emulsdo que foi

mantida a 8°C por 16 horas.

2.4 Otimizacao do processo de microencapsulacao

Os ensaios foram realizados de acordo com um delineamento composto central
rotacional (DCCR) 23 para investigar os efeitos de trés variaveis independentes
(temperatura, velocidade de homogeneizacéo e recheio) na eficiéncia e rendimento
da microencapsulacéo e a retencdo de carotenoides nas microparticulas. A Tabela 1
mostra os niveis utilizados no delineamento experimental. O delineamento consistiu
de 20 experimentos incluindo 6 repeticdes do ponto central conforme apresentado

na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis das variaveis independentes utilizadas no delineamento composto

central rotacional experimental para a microencapsulacéo de 6leo da polpa de pequi

Nivel
Variaveis independentes Variaveis codificadas
-1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) X1 33,2 40 50 60 66,8
Velocidade (rpm) X2 6.600 10.000 15.000 20.000 23.400

Recheio (g) X3 3,3 5 7,5 10 11,7
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Os dados experimentais foram ajustados a uma equagdo polinomial de
segunda ordem. Equagao 1.

y=by+bx;+byx,+byxy+ b xi +byyxi 4 bygxi +byaxyx, + bygx xg+ bogx,x,
1)

Onde y é a resposta (variavel dependente); bo a constante de regressao; b,
b2 e bz 0 coeficiente de regressao para o termo linear; bi1, b22 e bss 0 coeficiente de
regressdo quadratico; bi2 e bis, b2z 0 coeficiente de interagéo dos termos e X1, X2 e
X3 representam os valores das variaveis independentes (temperatura, velocidade e

recheio, respectivamente)
2.5 Rendimento

O rendimento das microcapsulas formadas foi calculado a partir da separacdo
das fases obtidas na microencapsulacdo (sobrenadante e sedimento). Ap6s o
repouso do sistema por 16 horas, as microcapsulas foram centrifugadas a 1.500rpm
e 0 sobrenadante coletado e tamisado em malha com abertura de 0,075mm para
separacdo total do sobrenadante e sedimento (microcapsulas Umidas). As
microcapsulas sedimentadas foram pesadas e o conteddo de umidade foi
determinado (AOAC, 2000) para calcular o rendimento pela Equagéo 2.

B (%) — MSpaseseca % 100

MTlhygzezeca

(2)

Onde R é o rendimento de microcapsulas (%), MShase seca @ quantidade de
microcapsula sedimentada (g) € MTloase seca @ massa teorica inicial constituida de

goma arabica + gelatina + 6leo (g).
2.6 Eficiéncia

A eficiéncia da encapsulacdo foi calculada a partir da quantidade de oleo

presente em um grama de microcapsula (base seca) em relacdo a quantidade de
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Oleo inicialmente inserido no processo de microencapsulacdo pela Equacdo 3
(BUENO et al., 2011).

E (%) =2 X 100 (3)

Onde E é a eficiéncia da encapsulacdo (%), OEM a quantidade de oOleo
extraido das microcapsulas (g) e OIM a quantidade inicial de Oleo utilizada na

producdo das microcapsulas (Q).
2.7 Carotenoides totais

Os carotenoides totais foram quantificados no 6leo da polpa de pequi e nas
microcapsulas umidas de acordo com a metodologia descrita por Rodriguez-Amaya
(2001) baseado na extracdo com acetona e separacdo em éter de petréleo. As
amostras (2,0g) foram maceradas com 0,5g de celite, e quantidade suficiente de
acetona a 10°C até extracdo total dos carotenoides, em almofariz. O extrato obtido
foi filtrado sob vacuo e transferido para um funil de separacéo, contendo 40mL de
éter de petroleo. Agua destilada foi incorporada a mistura obtendo-se duas fases:
(carotenoides + éter de petréleo e 4gua + acetona). A acetona foi retirada da mistura
por arraste com agua. O extrato (carotenoides + éter de petroleo) foi transferido para
um bal@o volumétrico de 50mL e o volume completado com éter de petrdleo. A
absorbéancia da solucdo foi entdo determinada em espectrofotometro UV-VIS
(Biochrom, modelo Libra S60PC) a 450nm e o éter de petréleo utilizado como

branco. A Equacéo 4 informa o percentual de carotenoides em 1g da amostra.

c (E) _ Amaxwd=10® @)

g z¥m

Onde Amax é a absorbancia maxima (nm), d a diluicdo da amostra (ml), € € 0
coeficiente de absorgédo do - caroteno em éter de petroleo (2592) e m a massa da

amostra (g).
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2.8 Tamanho e distribuicdo das microcapsulas

Um microscopio optico acoplado a uma camera fotografica (Nikon Eclipse —
200) foi utilizado para verificar a formacdo de microcapsulas. Uma aliquota de
microcapsulas foi diluida em agua destilada e a suspensdo avaliada. Para cada
amostra foram analisadas 200 microcapsulas. O tamanho foi determinado a partir

das imagens obtidas pelo software Image Pro Plus 4.0.

2.9 Andlise estatistica

Os experimentos foram realizados de acordo com o delineamento composto
central rotacional em triplicata. As diferencas entre os valores médios foram
determinadas pela analise de variancia (ANOVA) e a comparagdo das médias pelo
teste de Tukey (p<0,05) utilizando o programa Statistica 7.0 (STATSOFT, Inc.2007).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento

Os valores de rendimento do processo, eficiéncia da microencapsulacdo e a
retencdo de carotenoides nas microcapsulas sdo mostrados na Tabela 2. Os
valores obtidos para o rendimento da formacdo de microcdpsulas nos tratamentos
do planejamento variaram entre 67,07% a 97,07% conforme condicdo aplicada
(Tabela 2).

Esses valores foram semelhantes aos obtidos por Siow et al. (2013) na
microencapsulacao por coacervacdo complexa de 6leo de alho empregando gelatina
e goma arabica como agentes encapsulantes. De acordo com 0s autores, este
resultado pode estar relacionado com a propor¢cdo dos agentes encapsulantes
utilizados no processo. Quando um dos coloides (goma ou gelatina) estd em
excesso no sistema, a presenca de cargas ndo neutralizadas ira ocasionar a
reducdo da atracdo entre os dois coloides reduzindo assim o rendimento dos

coacervados.
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Tabela 2. Respostas do delineamento composto central rotacional para
microcapsula de O6leo de pequi usando goma ardbica e gelatina como

encapsulantes.

Ensaio A B C Rendimento Eficiéncia Carotenoides
°C rpm g (%) (%) (ng/gms) *
1 40 10.000 5 67,07 66,58 60,30
2 40 10.000 10 79,12 78,06 40,95
3 40  20.000 5 73,91 74,68 46,86
4 40 20.000 10 76,70 75,64 29,27
5 60 10.000 5 72,45 71,80 31,84
6 60 10.000 10 80,29 79,96 49,32
7 60  20.000 5 71,65 71,99 25,83
8 60 20.000 10 77,06 76,26 24,96
9 33,2 15.000 7,5 74,75 75,20 25,25
10 66,8 15.000 7,5 72,30 72,42 24,73
11 50 6.600 7,5 77,70 76,83 23,95
12 50 23.400 7,5 75,67 76,25 21,74
13 50 15.000 3,3 73,01 74,28 44,15
14 50 15.000 11,7 79,49 79,06 23,85
15 (0) 50 15.000 7,5 96,76 96,24 192,15
16 (0) 50 15.000 7,5 97,07 96,86 191,60
17 (0) 50 15.000 7,5 96,40 96,70 191,48
18 (0) 50 15.000 7,5 96,91 96,34 191,96
19 (0) 50 15.000 7,5 96,45 96,68 192,10
20 (0) 50 15.000 7,5 96,67 96,50 192,04

A, temperatura (°C); B, velocidade de homogeneizacdo (rpm); C, recheio (g); 0, ponto central *,

exXpresso em massa seca.

O rendimento indica que a intera¢do dos agentes encapsulantes (goma arébica
+ gelatina) foi eficaz na formac&o de microcapsulas. O maior rendimento foi obtido
nos ensaios do ponto central, isto €, na condicdo de processo realizada a 50°C com
agitacdo de 15.000rpm e recheio (6leo de pequi) de 7,59, obtendo-se em média
96,71%. Esses resultados mostram a influéncia da temperatura, velocidade de
homogeneizacéo e recheio na formacdo de microcapsulas do 6leo de pequi.

A Tabela 3 mostra os coeficientes de regresséao, o valor de F e o coeficiente de
determinacdo (R?) para o rendimento. Considerando as estimativas de cada
parametro, o modelo de segunda ordem foi preditivo (Equacdo 5) com coeficiente de
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determinacdo de (Rz2) de 98%. Os resultados da andlise estatistica sdo também
apresentados pelo grafico de Pareto (Figura 1), onde os termos quadraticos da
temperatura, recheio e velocidade e linear do recheio, bem como a interacéo linear
da velocidade-recheio e temperatura-velocidade apresentaram-se significativos
(p=<0,05).

Tabela 3. Parametros de regressdo para analises de variancia ANOVA do

rendimento da microencapsulagéo do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense)

Fator SQ GL MQ F p
(1) Temperatura (L) 0,042 1 0,042 0,048 0,828
Temperatura (Q) 1876,699 1 1876,699 2132,520 <0,05
(2) Velocidade (L) 1,337 1 1,337 1,519 0,229
Velocidade (Q) 1392,399 1 1392,399 1582,204 <0,05
(3) Recheio (L) 222,672 1 222,672 253,026 <0,05
Recheio (Q) 1455,460 1 1455,460 1653,860 <0,05
1L 2L 17,808 1 17,808 20,236 <0,05
1L 3L 0,624 1 0,624 0,709 0,407
2L 3L 34,164 1 34,164 38,821 <0,05
Falta de ajuste 44,974 5 8,995 10,221 <0,05
Puro erro 22,001 25 0,880

Total SS 4297,590 39

R2 0,9844

SQ, soma dos quadrados; GL,graus de liberdade; MQ, média quadrética; F pardmetro de Fisher para

o teste de significancia dos efeitos; p (significancia <0,05); Q, quadrético; L, linear.

R(%)=-27211+846 X A—0,08xA4+001XxBE—-28%x107" xB?—-21%x10°%x
AXB—79%x103%x75x4—12%x10*x75%xB18874

(5)
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Figura 1. Gréfico de Pareto, efeitos e interacbes das varidveis temperatura (°C), recheio (g) e

velocidade de homogeneizagédo (rpm) sobre o rendimento na producdo de microcapsulas.

Entretanto, a formacédo de microcapsulas ndo necessariamente significa que as
mesmas apresentem o nucleo preenchido da substancia que se deseja encapsular,
portanto a eficiéncia da encapsulacao deve ser considerada.

3.2 Eficiéncia

A eficiéncia de encapsulagdo corroborou com o rendimento, apresentando
valores entre 66,58 e 96,86% (Tabela 2). De acordo com Assis et al. (2012) e Bakry
et al. (2016), a coacervacdo é uma técnica que apresenta alta eficiéncia de
encapsulacdo (até 99%). Prata et al. (2015) obtiveram 91,8% de eficiéncia na
microencapsulacdo do Oleo essencial de vetiver utilizando gelatina e goma arabica
como encapsulantes e Santos et al. (2015) para a microencapsulacao de xilitol
obteve eficéncia variando de 31,42 a 62,94% com 0s mesmos agentes utilizados
neste estudo.

A variacao na eficiéncia pode ser atribuida a proporcéao ativo-material, segundo
Zuanon et al. (2013), quantidades menores de recheio aumentam a possibilidade

dos polimeros cobrirem a gota do material, permitindo maior eficiéncia. Neste estudo
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houve a influéncia pelas trés variaveis independentes apresentando valores de
aproximadamente 97% nos ensaios do ponto central do planejamento (50°C,
15.000rpm e 7,5¢g de recheio).

A eficiéncia da microencapsulacéo foi influenciada pelo modelo quadratico de
temperatura, velocidade e recheio (Tabela 4), assim como a interacdo do termo
linear de temperatura-velocidade e velocidade-recheio. O modelo de eficiéncia
apresentou bom ajuste aos dados experimentais. Considerando os coeficientes

significativos o modelo preditivo foi obtido com ajuste de 98% (Equacao 6).

Tabela 4. Parametros de regressao para analises de variancia ANOVA da eficiéncia

da microencapsulacdo do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense)

Fator SQ GL MQ F p
(1) Temperatura (L) 0,020 1 0,020 0,031 0,862
Temperatura (Q) 1864,557 1 1864,557 2917,342 <0,05
(2) Velocidade (L) 0,208 1 0,208 0,325 0,573
Velocidade (Q) 1444,047 1 1444,047 2259,400 <0,05
(3) Recheio (L) 158,626 1 158,626 248,192 <0,05
Recheio (Q) 1424,986 1 1424,986 2229,576 <0,05
1L 2L 21,045 1 21,045 32,928 <0,05
1L 3L 0,000 1 0,000 0,000 0,997
2L 3L 51,876 1 51,876 81,167 <0,05
Falta de ajuste 45,272 5 9,054 14,167 <0,05
Puro erro 15,978 25 0,639

Total SS 4253,893 39

R? 0,9856

SQ, soma dos quadrados; GL,graus de liberdade; MQ, média quadratica; F parametro de Fisher para

o teste de significancia dos efeitos; p (significancia <0,05); Q, quadratico; L, linear.

E=—-20535+679xA—008xA 4+ 001 xB—28%x107" xB*—23x10°x75
XA—14%10"%* %X 75% B + 86,83 (6)

A figura 2 apresenta os resultados experimentais e os preditos pelo modelo
ajustado, mostrando boa concordancia entre eles como esperado pelos resultados

da analise de variancia (Tabela 4).
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Figura 2. Grafico de valores preditos e experimentais da eficiéncia de encapsulagcdo do 6leo de

pequi. Eficiéncia p (%): valores de eficiéncia preditos pelo modelo matemético; Eficiéncia o (%):

valores de eficiéncia obtidos experimentalmente.

3.3 Carotenoides

A retencdo de carotenoides nas microcapsulas Umidas variou de 21,74 a
192,15ug/gms conforme Tabela 2. O conteldo de carotenoides no 6leo bruto de
pequi foi de 333,03ug/gms. Considerando a eficiéncia da encapsulacdo do dleo,
pode se verificar que houve degradacao dos carotenoides de 3,86% a 89,77%. Os
menores valores de retencdo foram verificados para 0s ensaios que apresentaram
maior velocidade de homogeneizacdo, provavelmente devido a exposicéo direta ao
oxigénio durante a formacdo da emulsdo ocasionada pela alta velocidade, o que
provoca a oxidacéo deste biocompasito.

A analise de regressao dos resultados (Tabela 5) mostra que todas as variaveis
estudadas (temperatura, velocidade de homogeneizacdo e recheio) foram

significativas (p<0,05), gerando o modelo preditivo apresentado na (Equacéao 7). O
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modelo se ajustou aos dados experimentais com coeficiente de determinacdo (R?)
de 98%.

Tabela 5. Parametros de regressdo para analises de variancia ANOVA de

carotenoides da microencapsulacéo do 6leo de pequi (Caryocar brasiliense)

Fator SQ GL MQ F p
(1) Temperatura (L) 314,2 1 314,19 806,3 <0,05
Temperatura (Q) 85430,0 1 85430,03 219238,5 <0,05
(2) Velocidade (L) 513,7 1 513,66 1318,2 <0,05
Velocidade (Q) 87827,9 1 87827,95 225392,3 <0,05
(3) Recheio (L) 434,2 1 434,23 1114,4 <0,05
Recheio (Q) 75720,1 1 75720,15 194320,1 <0,05
1L 2L 6,9 1 6,88 17,6 <0,05
1L 3L 716,5 1 716,50 1838,7 <0,05
2L 3L 68,8 1 68,77 176,5 <0,05
Falta de ajuste 3658,3 5 731,67 1877,7 <0,05
Puro erro 9,7 25 0,39

Total SS 213855,4 39

R2 0,9828

SQ, soma dos quadrados; GL,graus de liberdade; MQ, média quadrética; F pardmetro de Fisher para

o teste de significancia dos efeitos; p (significancia <0,05); Q, quadrético; L, linear.

Car = —2025 744+ 5257 % A —054x A2 1L 0068xXB —22x10%—-13x10°xA4AxX
B+027x7,5xA—16x10"*xE+370,1

(7

A superficie de resposta e grafico de contorno da retencao de carotenoides nas
microparticulas estdo apresentadas na Figura 3 (a,b). Pela analise de superficie de
resposta gerada pelo modelo verificou-se que maiores retencdes de carotenoides
foram observadas na temperatura entre 35°C e 65°C aliado a velocidade de
homogeneizacdo entre 10.000rpm e 20.000rpm. Condi¢cdes semelhantes a este
estudo foram apresentadas por Lescano et al. (2014) na microencapsulacao do oleo
de bocailva utilizando os mesmos agentes encapsulantes. Segundo o autor,
temperaturas elevadas e a incorporagédo de ar durante o processo de agitacao
contribuem para a degradacao dos carotenoides. Em outro estudo Qv et al. (2011)

observou que o aumento da temperatura no processo de encapsulacédo reduziu a
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taxa de retencdo da luteina em microcapsulas formadas com gelatina e goma

arabica, corroborando com o presente estudo.

S S SIS

Velocidade (rpm)

Il 200ug/gms
Il 160ug/gms
Il 60ug/gms
[140ug/gms
[ 20ug/gms

Temperatura (C)

() (b)

Figura 3. Superficie de resposta (a) e grafico de contorno (b) da interacdo da velocidade,

temperatura e recheio na influéncia da degradacao de carotenoides em microcapsulas de 6leo da
polpa de pequi.

A regido de maior retencdo de carotenoides (Figura 3 a,b) encontra-se
localizada no ponto central do delineamento, onde as condicfes de processo foram
50°C, 15.000rpm e 7,5g de recheio, observadas na superficie de resposta e no
grafico de contorno pela intensidade da cor vermelha.

3.4 Tamanho de particula

O tamanho das microcapsulas uUmidas contendo Oleo de pequi sao
apresentados na Figura 4. Observa-se uma distribuicdo assimétrica do tamanho da
particula. O didmetro das microcapsulas variou de 15 a 145um, sendo que 71,06%
das microcapsulas apresentaram tamanho entre 15 a 34um. De acordo com Favaro-
Trindade et al. (2008) os valores esperados para microcapsulas obtidas por

coacervagao complexa estao na faixa de 1 a 500 pm.
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Figura 4. Distribuicdo do tamanho das particulas de microcapsula de pequi

Diametros de (50-100pum) e (45,3-296,5um) foram observados na
microencapsulacao de brécolis (SANCHEZ et al., 2016) e no complexo de 6leo de
soja em &cido estearidénico (IFEDUBA et al., 2015), respectivamente. O tamanho de
particula pode ser influenciado por diversos fatores como taxa de agitacao,
viscosidade, quantidade de recheio-polimero, pH, taxa de resfriamento e secagem
(LAMPRECHT et al.,, 2001; NAKAGAWA et al.,, 2004; KAUSHIK et al., 2015).
Particulas de tamanho menor podem ser atribuidas a particulas de agente
encapsulantes que ndo encapsularam (TONON et al., 2011). Entretanto Lee et al.
(1999) ressalta que microcapsulas de tamanho menor apresentam maior area de
superficie e membrana mais fina, tornando o material de nucleo mais facil de ser
difundido pela membrana das microcapsulas.

Segundo Kaushik et al. (2015) o tamanho de particulas recomendada para
aplicacdo em produtos alimentares deve ser inferior a 100um afim de evitar a
percepcao sensorial na boca. Para a microencapsulacéo de drogas € recomendado
que as particulas sejam menores que 200um (AZAGHESWARI et al.,, 2015).
Portanto, as particulas obtidas neste estudo podem ser empregadas tanto em

alimentos como em farmacos.
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4 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo mostram que € possivel
microencapsular 0leo de pequi por coacervacdo complexa. As variaveis
independentes do processo de microencapsulacéo influenciaram significativamente
no rendimento, eficiéncia e na retencdo de carotenoides. Os modelos gerados pelo
delineamento composto central rotacional foram preditivos apresentando
coeficientes de correlacdo de 98%. O tamanho das particulas apresentou
distribuicdo assimétrica dentro da faixa estabelecida pela literatura. A partir destes
resultados, sugerem-se estudos futuros para avaliar a estabilidade das
microcapsulas do 6leo de pequi visando sua aplicacdo no setor alimenticio e da

saude.
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5 ARTIGO 2

AVALIACAO DA VIDA UTIL DE MICROCAPSULAS DE OLEO DE PEQUI
LIOFILIZADAS

Priscilla Narciso Justi; Eliana Janet Sanjinez-Argandofia; Maria Ligia Rodrigues
Macedo

RESUMO

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) é um fruto nativo do Cerrado brasileiro rico em
lipidios, compostos fendlicos e carotenoides. Os carotenoides sdo pigmentos
lipofilicos com propriedades nutritivas benéficas a saude, devido a sua agéo
antioxidante. No entanto, os carotenoides sdo susceptiveis a degradacdo por
condicbes ambientais adversas como: oxigénio, luz, calor e umidade. A
microencapsulacdo € uma técnica que pode proteger e preservar a estabilidade dos
Oleos e compostos bioativos. O processo consiste no empacotamento de
substancias liquidas, solidas ou gasosas por biopolimeros, formando capsulas que
influenciam na liberacdo controlada de seu conteddo e aumentam a sua vida de
prateleira. O 6leo de pequi possui carotenoides, vitamina C e E, além de acidos
oleico e palmitico. Nesse contexto, objetivo deste estudo foi avaliar o
comportamento de microcapsulas de 6leo de pequi liofilizadas e do 6leo de pequi. O
material foi dividido em dois grupos: embalagens flexiveis de polipropileno (PP)
foram o grupo A e no grupo B as embalagens flexiveis de PP recobertas com papel
aluminio. As condicdes controladas de armazenamento foram: (1) umidade relativa
de 84% e temperatura de 25°C (condicdo ambiental) e (2) umidade relativa de 84% e
temperatura de 40°C (condicdo acelerada). Foram determinadas em triplicata
atividade de &gua, acidez, parametros de cor L* a* b* saturacdo da cor (C*),
diferenca da cor (OE), carotenoides e estabilidade oxidativa do 6leo de pequi. O
experimento foi casualizado com comparacdo das médias pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de p< 0,05. No estudo da vida util das microcapsulas
liofiizadas e do 6leo de pequi, aproximadamente 74% dos carotenoides foram
preservados no 6leo microencapsulado em po. A temperatura de 40°C favoreceu a
oxidacdo e degradacédo dos carotenoides no 6leo e microcapsula de pequi.

Palavras-chave: embalagem, Caryocar brasiliense, armazenamento
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EVALUATION OFSHELF LIFE OF LYOPHILIZED PEQUI OIL MICROCAPSULES

Priscilla Narciso Justi; Eliana Janet Sanjinez-Argandofia; Maria Ligia Rodrigues

Macedo

ABSTRACT

Pequi (Caryocar brasiliense Camb.) is a native fruit from Brazilian Savanna, which is
rich in lipids, phenolic compounds and carotenoids. Carotenoids are lipophilic
pigments with beneficial properties to health, due to its antioxidant action. However,
they are susceptible to degradation by some environmental conditions like oxygen,
light, heat, and humidity. Microencapsulation is a technique that can protect and
preserve the stability of oils and bioactive compounds. This process consist in
packaging liquid, solid or gaseous substances by biopolymers, forming capsules that
can influence on controlled release of its content and increase its shelf life. The pequi
oil has carotenoids, vitamin C and E, as well as oleic and palmitic acid. In this
context, the aim of this study was to evaluate the behavior of lyophilized pequi oil
microcapsules. The material was divided in two groups: flexible packaging of
polypropylene (PP), as group A, and flexible packaging of PP covered with aluminum
foil, as group B. The controlled conditions of storage were: (1) relative humidity of
84% and temperature of 25°C (environmental condition), and (2) relative humidity of
84% and temperature of 40°C (accelerated condition). Water activity, acidity, color
parameters of L*, a*, b*, color saturation (C*), color difference (AE), carotenoids, and
oxidative stability of pequi oil was carried out in triplicate. The experiment was carried
out in randomized with comparison of mean by Tukey test, with significance level of
p<0.05. On shelf life study of lyophilized microcapsules and pequi oil, about 74% of
carotenoids were preserved by microencapsulation method. Temperature of 40°C
increase the oxidation and degradation of carotenoids in both oil and microcapsules.

Key-words: Packaging, Caryocar brasiliense, Storage.
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1 INTRODUCAO

O pequi (Caryocar brasiliense Camb.) € um fruto nativo do Cerrado brasileiro
que se destaca por seu valor nutricional e propriedades bioativas (PINTO et al.,
2016). O seu fruto é rico em lipidios, compostos fendlicos e carotenoides (LIMA et
al., 2007; FARIA-MACHADO et al., 2015). Os carotenoides e compostos fendlicos
atuam como antioxidantes, podendo diminuir a formacao de radicais livres e atuar na
prevencdo de carcinomas, doencas cardiovasculares, oftalmoldgicas, pulmonares e
desordens neurodegenerativas (RAO et al., 2007; LIMA et al., 2012; ALOS et al.,
2016). Aproximadamente 60% de sua polpa é constituida por &cidos graxos
insaturados, com predominancia do &cido oleico (BARRA et al., 2013) o que torna
promissor a extracdo do seu 6leo.

Os carotenoides sao pigmentos lipossolaveis amplamente distribuidos na
natureza, encontrado em concentracoes elevadas em vegetais de folhas verdes e
frutas de coloracdo amarela, laranja e vermelho (RODRIGUEZ-AMAYA, 2010;
AMORIM-CARRILHO et al., 2014). Entretanto, os carotenoides sdo quimicamente
instaveis e susceptiveis a deterioracdo oxidativa especialmente quando expostos ao
oxigénio, luz, calor e umidade (CALVO et al.,, 2011; MACHADO et al., 2013;
SZYDLOWSKA-CZERNIAK et al., 2015; BAKRY et al., 2016). Uma alternativa para
aumentar a estabilidade desses constituintes e preservar a sua atividade
antioxidante e biodisponibilidade, é a microencapsula¢édo (ETCHEPARE et al., 2015)

A microencapsulacdo é um método que protege o material e compostos
bioativos das adversidades do meio ambiente (WANG et al., 2012; NG et al., 2013;
DORDEVIC et al., 2015;). Entre os diferentes métodos disponiveis para o
encapsulamento de compostos lipofilicos, a coacervacao complexa € considerada a
mais simples, eficiente, isenta de solventes e de facil reproducédo (DONG et al.,
2011; JUN-XIA et al., 2011; XIAO et al., 2014).

A coacervagdo complexa envolve a interacdo eletrostatica de biopolimeros
carregados com cargas opostas em condi¢cdes especificas de pH, temperatura e
forca ibnica (PRATA et al., 2015; SANCHEZ et al., 2016). Varios agentes
encapsulantes oferecem estabilidade oxidativa, principalmente pela capacidade de
inibir a transferéncia de oxigénio (KAUSNIK et al., 2014). Gomas e proteinas sao os

principais encapsulantes empregados em funcdo de suas propriedades de carga.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643815300128#bib20
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Geralmente, as gomas apresentam carga negativa em ampla gama de pH e, as
proteinas carga positiva abaixo de seu ponto isoelétrico (TIMILSENA et al., 2016), e
em condicdes especificas favorecem a formacéao de microcapsulas. A vantagem das
microcapsulas fundamenta-se principalmente na liberacdo controlada de seu
contetdo e maior estabilidade através da protecdo dos compostos.

Para aumentar a estabilidade das microcapsulas a desidratacdo por liofilizacao
tem sido comumente empregada. O processo de liofilizacdo consiste na eliminacéo
da a4gua por congelamento e posterior sublimacéo, o que mantém as estruturas pré-
formadas intactas. Além disso, a baixa temperatura utilizada no processo e a
auséncia de ar evitam a deterioracdo do produto (GONZALEZ et al., 2016), sendo
indicadas para materiais sensiveis ao calor, como o 0leo.

Contudo, durante o periodo de armazenamento ocorre degradacao de alguns
constituintes, reduzindo o seu efeito ou acao. Estimar o tempo que se passa desde a
producdo e embalagem de um produto até o momento em que ele se torna
inaceitavel para o consumo (SFACIOTTE et al., 2015) é fundamental para predizer o
efeito da acéo.

Diante o exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade de
microcapsulas liofilizadas de 6leo de pequi acondicionadas em diferentes
embalagens em funcéo do conteudo de carotenoides.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Oleo de pequi, gelatina tipo B (Fluka), goma arabica (Vetec) e acido cloridrico

(Vetec). Reagentes de grau analitico P.A. foram utilizados para as analises.

2.2 Métodos

2.2.1 Extracao do 6leo de pequi e obtencdo de microcapsulas

O oleo de pequi (Caryocar brasiliense, Camb.) foi obtido por prensagem a
temperatura ambiente em prensa tipo expeller. Apos extracdo, o Oleo foi
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centrifugado a 1.500rpm por 15 minutos para separacdo de impurezas e
posteriormente microencapsulado. As microcapsulas do Oleo da polpa de pequi
foram preparadas pelo método de coacervacdo complexa em meio aquoso de
acordo com o procedimento descrito por Justi et al. (2017) com modificacdes
obtendo-se uma emulséo fina e estavel do nucleo (6leo) na solucdo do material de
parede. Para isto, uma aliquota de 6leo (7,5g) foi misturada com 100mL de solugéo
de gelatina (2,5%) previamente hidratada e aquecida (50°C). A mistura foi
homogeneizada em agitador ultraturrax com velocidade controlada (15.000rpm) por
um minuto. Em seguida foram adicionadas 100mL de solucdo de goma arabica
(2,5%) e 400mL de agua deionizada, ambas aquecidas a mesma temperatura que a
mistura anterior. Apos esta etapa o pH da emulséo foi ajustado com solucdo de HCI
(0,1M) até atingir um pH 4. O material entdo foi resfriado em banho de gelo, sob
agitacdo constante até atingir 10°C, logo permaneceu em repouso, obtendo-se por
decantacdo as particulas encapsuladas na forma de uma fina emulsdo que foi
mantida a 8°C por 16 horas. As microcapsulas umidas foram armazenadas a -18°C

por 48 horas e depois liofilizadas a -50°C.
2.2.2 Determinacdo de 4cidos graxos

Os acidos graxos foram caracterizados por cromatografia gasosa. Para a
transesterificacdo, aproximadamente 100mg das amostras foram transferidos para
tubos falcon de 15mL, aos quais foram adicionados de 2mL de n-heptano. A mistura
foi agitada até a completa dissolucdo da matéria graxa e 2mL de KOH 2mol/L em
metanol foram adicionados. A mistura foi agitada por aproximadamente 5 minutos e
apos a separacao das fases, 1mL da fase superior (heptano e ésteres metilicos de
acidos graxos) foi transferido para frascos eppendorf de 1,5mL. Os frascos foram
hermeticamente fechados, protegidos da luz e armazenados em freezer a -18°C,
para posterior analise cromatografica (FERNANDES et al., 2009)

Os ésteres de acidos graxos foram analisados por um cromatégrafo a gas com
coluna capilar de silica fundida Restek RT 2560 (100,0mm de comprimento, 0,25mm
de didametro interno e 0,20um) e detector de ionizagao de chama. O hidrogénio foi
utilizado como gas de arraste, a vazédo de 2,0mL por minuto, nitrogénio (30mL por
minuto), hidrogénio (30mL por minuto) e ar sintético (300mL por minuto). A

temperatura foi programada para iniciar em 130°C e foi mantida assim por 1 minuto,
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quando foi elevada a 170°C a 5,0°C/minuto. Posteriormente, outra elevacdo de 170
a 215°C foi realizada a 2°C/minuto e a temperatura foi mantida por 15 minutos.
Finalmente, uma ultima elevacgéao foi realizada de 215 para 230°C a 30°C/minuto. As
temperaturas do injetor e detector foi de 280°C. O volume de injegao foi de 1,0uL
com split 1:10. A identificacdo dos &cidos graxos foi realizada por comparacdo do
tempo de retencdo dos padrdes de ésteres metilicos com as amostras e a
quantificacdo foi realizada pela técnica de normalizacdo empregando a area dos

picos.
2.2.3 Vida util

Para o estudo da vida atil foram avaliadas duas condicbes de embalagem e
duas condi¢bes de armazenamento. Embalagens flexiveis de polipropileno (PP) com
dimensdes de 120 x 120mm contendo 20g (6leo ou microcapsulas liofilizadas) foram
0 grupo A e o grupo B embalagens flexiveis de PP (120 x 120mm) contendo 20g
(6leo ou microcapsulas liofilizadas) recobertas com papel de aluminio. As condi¢des
controladas de armazenamento foram: (1) umidade relativa de 84% e temperatura
de 25°C (condicdo ambiental) e (2) umidade relativa de 84% e temperatura de 40°C
(condicao acelerada). As condicdes escolhidas foram as de Manaus, AM.

As condi¢cBes de umidade ambiental e acelerada foram reproduzidas por meio
de solucdes saturadas de cloreto de potassio com atividade de agua de 0,84,
colocadas em dessecadores, criando o microambiente com 84% de URE. As
condicBes de temperatura foram mantidas constantes colocando os dessecadores
em uma estufa incubadora BOD (demanda bioquimica do oxigénio). O periodo de
armazenamento foi de 160 dias e as amostras foram analisadas no tempo 0, 40, 70,
100, 130 e 160 dias para a avaliacao da atividade de agua, acidez titulavel, cor e
carotenoides. As andlises realizadas em tempo zero foram consideradas a condicao

padréo.
2.2.4 Andlises fisicas e quimicas
A umidade foi determinada por secagem de acordo com a metodologia

proposta pela AOAC (2000). A atividade de agua foi determinada por leitura direta
em higrometro (Aqualab); indice de acidez AOCS (2009); cor determinada em
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colorimetro Minolta utilizando o espago de cor CIELAB, onde L* é a luminosidade, a*
coordenada vermelho/verde (+ a indica vermelho e — a indica verde), b* coordenada
amarelo/azul (+ b indica amarelo e — b indica azul), saturacao da cor (C*) e diferenca
da cor (OE).

2.2.5 Carotenoides

Os carotenoides totais foram quantificados no material (6leo da polpa de pequi
ou microcapsulas liofilizadas) de acordo com Rodriguez-Amaya (2001), baseada na
extracdo com acetona e separacdo em éter de petréleo. A amostra (2,0g) foi
macerada com 0,5g de celite, e quantidade suficiente de acetona a 10°C até
extracao total dos carotenoides, em almofariz. O extrato obtido foi filtrado sob vacuo
e transferido para um funil de separacdo, contendo 40mL de éter de petréleo. Agua
destilada foi incorporada a mistura obtendo-se duas fases: (carotenoides + éter de
petréleo e agua + acetona). A acetona foi retirada da mistura por arraste com agua,
apos sucessivas lavagens. O extrato (carotenoides + éter de petrdleo) foi transferido
para um baldo volumétrico de 50mL e o volume completado com éter de petréleo. A
absorbéancia da solucdo foi entdo determinada em espectrofotometro UV-VIS
(Biochrom, modelo Libra S60PC) a 450nm e o éter de petréleo utilizado como
branco. O conteudo de carotenoides foi calculado pela Equacdo 1 em mg por g da

amostra.

c (ﬂ) _ Amaxwd=10® )

g z¥m

Onde Amax € a absorbancia maxima (nm), d a diluicdo da amostra (ml), € é o
coeficiente de absorgado do - caroteno em éter de petrdleo (2592) e m a massa da

amostra (g).
2.2.6 Estabilidade oxidativa
Foi realizado de acordo com AOCS (2009), utilizando o aparelho Rancimat. As

amostras de oOleo (3g) foram transferidas para os tubos de reacdo a temperatura de
100°C com fluxo de ar de 20L/h. A curva de condutividade elétrica versus tempo foi
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automaticamente registrada com o decorrer da reacdo de oxidacdo e o periodo de

inducgédo, expresso em horas.

2.2.7 Andalise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamente utilizando-se andlise de
variancia ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) usando a
versao 7.0 do programa Statistica (STATSOFT, Inc.2007)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Acidos graxos

A tabela 1. apresenta a composi¢do de acidos graxos do 6leo, da microcapsula
umida e da microcapsula liofilizada de éleo de pequi. Observa-se a predominancia
do &cido oleico nas amostras analisadas, seguida pelo acido palmitico. O mesmo foi
verificado por Lima et al. (2007) e Barra et al. (2013) na polpa de pequi.

O &cido oleico apresenta propriedades benéficas a saude, pois reduz os niveis
de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) no sangue, suprime a tumorigénese e
doencas inflamatérias, diminui a pressdo sanguinea e previne aterosclerose.
(LOPEZ-HUERTAS, 2010; AL-SHUDIEFAT et al.,, 2013; SALES-CAMPOS et al,
2013; GOLDSON et al.,, 2014; JONES et al., 2014). Estudos metabdlicos e
epidemioldgicos indicam que o &cido palmitico eleva a concentracdo plasmética de
colesterol e do colesterol LDL, quando comparado a gordura poliinsaturada
(LOTTENBERG, 2009).

O processo de encapsulacao e liofilizacdo nao alterou o conteddo de acidos
graxos presentes nas amostras. Cheon et al. (2014) e Listenberger et al. (2003) em
seus estudos apontam sobre a importancia da mediacéo do &cido palmitico sobre o

mecanismo de protecdo dos acidos graxos insaturados.
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Tabela 1 — Composicdo de &cidos graxos do 6leo, microcdpsula umida e liofilizada de pequi.

Composto Oleo de pequi Microcapsula Microcapsula
(%) umida (%) liofilizada (%)
Acido miristico (C 14:0) 0,48 0,44 0,45
Acido miristoleico (C 14:1) 0,02 0,02 0,02
Acido pentadecilico (C 15:0) 0,03 0,03 0,03
Acido palmitico (C 16:0) 38,78 37,98 38,03
Acido palmitoleico (C 16:1) 0,45 0,43 0,44
Acido margérico (C 17:0) 0,05 0,04 0,05
Acido heptadecanoico (C 17:1) 0,11 0,10 0,11
Acido esteérico (C 18:0) 7,34 7,22 7,29
Acido oleico (C 18:1) 45,67 45,59 45,61
Acido vacénico (C 18:1) 1,12 1,03 1,05
Acido linolénico (C 18:3) 0,25 0,21 0,23
Acido araquidico (C 20:0) 0,03 0,03 0,03
Acido timnodénico (C 20:5) 0,03 0,03 0,03
Acido behéncio (C 22:0) 0,68 0,61 0,65
Acido docosahexaenoico (C 22:6) 0,13 0,11 0,12
Acido tricosanoico (C 23:0) 0,20 0,18 0,20
Acido lignocérico (C 24:0) 0,12 0,11 0,12
Acido nevénico (C 24:1) 0,35 0,33 0,33

3.2 Vida util do 6leo e microcépsula liofilizada

Observa-se na Tabela 2 o aumento crescente da atividade de agua, tanto no
6leo como na microcapsula liofilizada. O aumento deste parametro esta relacionado
com a temperatura de armazenamento do produto, a umidade relativa do ar foi de
84% para ambas as condi¢les testadas.

Segundo Chaisait et al. (2007) e Jorge (2009), em muitos alimentos, as taxas
de oxidacao lipidica sdo mais lentas nas atividades de agua de 0,2 - 0,4. Nos valores
de atividade de agua mais elevados (0,55 a 0,85), a velocidade de oxidagéo
aumenta devido a presenca de metais que agem como catalisadores acelerando as

reacoes quimicas e bioquimicas. Os metais de transicdo podem reagir com
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hidroperdxidos lipidicos para produzir radicais livres de alta energia que podem
promover a oxidacao de &cidos graxos insaturados.

Tabela 2 — Valores médios de atividade de dgua (Aw) da microcdpsula e do dleo de pequi.

Aw microcapsula 6leo de pequi Aw 6leo de pequi

Tempo 25°C 40°C 25°C 25°C 40°C 40°C

25°C POL  MET POL  40°C MET POL MET POL MET
0 0,4498>  0,399Fd  (,555F2  0,422Ec 0,474 0,502F2  0,449Pc  0,472Fb
40 0,484P4  0,496Ec 0,562F°  0,572Pa  0,477°¢ 0,528F2  0,4690P  (0,475F
70 0,539¢c  0,624Pa> (0,611°°  0,629%@  0,480°¢ 0,552°> 0,562C2 0,511Ec
100 0,6728>  0,633%¢ 0,677°%  0,6528  0,6808% (0,671Cc 0,68982 0,660°¢
130 0,779  0,674B¢  0,6958c 0,723  0,68282 (0,685BC2 (0,68782 0,68582
160 0,782%2  (,768" 0,769”°  0,726A°c  0,6878° 00,6898 (0,855A2 0 ,7008b

Médias seguidas da mesma letra minuscula (na linha) e médias seguidas da mesma letra mailscula
(na coluna) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%. POL,
embalagem de polipropileno; MET, embalagem de polipropileno recoberta com papel aluminio.

O indice de acidez é um parametro que indica a qualidade de 6leos e gorduras.
Diante disso, verifica-se na Tabela 3 que a acidez das amostras a 25°C nao
apresentaram diferenca significativa (P<0,05) entre as embalagens. Porém, as
microcapsulas armazenadas a 40°C apresentaram aumento significativo (P<0,05).
Mesmo comportamento foi observado no 6leo apés 100 dias de armazenamento.

A acidez dos 6leos e gorduras extraidas por esmagamento ou prensagem €
decorrente da hidrolise enzimética que ocorre na semente ou na polpa em condi¢cdes
de alta umidade e, a decomposicéo dos glicerideos € acelerada pelo aguecimento e
pela luz (MACHADO et al., 2006; RAMALHO et al., 2013).

Tabela 3 — Valores médios de acidez da microcapsula e éleo de pequi.

Tempo Acidez microcapsula 6leo de pequi Acidez 6leo de pequi
(dias) 25°C 25°C 40°C 40°C 25°C 25°C 40°C 40°C
POL MET POL MET POL MET POL MET
0 1,25Pa 1 24Cab 1 p4Fab 1,18/  0,30¢0a  (,31BCa  (Q,29Pa  (,3QPEa
40 1,47¢a 1,508 1,48Ea 1,46Ea  0,338ca  (,31BCa  (29Pb  ( 3]DEa
70 1,46Cc¢ 1,498¢ 2,21ba 1,960 0,34Ba  0,308¢®  (,300b 0,33ba
100 1,51C¢c 1,518¢ 3,12¢a 2,74C0  (0,338Cb (338D 0,49¢a 0,37¢Ca
130 1,738c 1,67Ac 3,408a 3,258b 0,3680 0,38Ab 0,8582 0,748
160 1,954¢ 1,71Ad 3,674a 3,45A0 0,45Ab 0,40Ab 1,14Ra 1,02Ra

Médias seguidas da mesma letra mindscula (na linha) e médias seguidas da mesma letra mailscula
(na coluna) nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%. POL,
embalagem de polipropileno; MET, embalagem de polipropileno recoberta com papel aluminio.



77

As Figuras la e 1b mostram o conteddo de -carotenoides durante o
armazenamento. As amostras armazenadas a 40°C e em embalagem transparente
apresentaram maior degradacao de carotenoides, isto devido a sensibilidade destes

compostos frente as condicbes ambientais (CALVO et al.,, 2011; BAKRY et al.,
2016).
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Figura 1 — Valores de carotenoides para microcapsula de 6leo de pequi (a) e 6leo de
pequi (b).

Arévalo-Pinedo et al. (2010) ressalta que a oxidacdo dos acidos graxos com
consequente degradacdo de carotenoides e perda de coloracdo no estudo da
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estabilidade da pasta de pequi esta diretamente relacionada com a embalagem de
polipropileno utilizada.

A liofilizacdo é um método bastante indicado para a desidratacdo de materiais
sensiveis ao calor. Entretanto, durante o processo de liofilizacdo pode ocorrer a
formacdo de estruturas porosas na amostra, aumentando a exposi¢cdo dos
carotenoides ao oxigénio, afetando a estabilidade do agente ativo (CELLI et al.,
2015). No presente estudo 74% dos carotenoides foram preservados no po
microencapsulado e liofilizado contendo 6leo de pequi.

No Regulamento técnico n°® 269 de setembro de 2005 (ANVISA, 2005) consta
que a quantidade diaria recomendada de betacaroteno para um adulto é de 600ug
de RE (retinol). No tempo zero do estudo da vida util, o 6leo de pequi apresentou
55,66ug de RE e a microcapsula liofilizada 41,58ug de RE. Apos 160 dias de
armazenamento, o 6leo mantido a 25°C em embalagem protegida da luz preservou
62,86% de pg de RE e a microcapsula de 6leo liofilizada 16,13% de ug de RE.

Em relacdo a cor (Tabelas 4, 5 e 6), os valores do parametro L* diminuiram
devido a oxidacdo e degradacdo dos carotenoides. Os valores de a* para as
microcapsulas liofilizadas foram menores em funcdo dos agentes encapsulantes
empregados no processo de coacervacdo complexa. Em pequis submetidos ao
congelamento, Gongalves et al. (2010) observaram alteracdo de cor provocada pelo
armazenamento e Vilas-Boas et al. (2012) reducédo da cromaticidade atribuida pela
degradacdo dos carotenoides. Fato semelhante foi observado no desenvolvimento

do presente estudo.

Tabela 4 - Valores médios do parametro L* da microcapsula e 6leo de pequi

Tempo Cor L* microcapsula éleo de pequi Cor L* 6leo de pequi
(dias) 25°C 25°C 40°C 40°C 25°C 25°C 40°C 40°C
POL MET POL MET POL MET POL MET
0 76,6082 76,4082  76,06A2  76,24Ra 55 QKPab O g7Cab G2 5PDa 55 3GED
40 76,1282  76,008Ba 76372  7648Ra 59 12Cd  61,01Cc 66,542 63,1500
70 76,5082 76,3082 71,508 71,798 5Q 778Cc G2 Q3BCb  GQ G5Ba GO 36Ca
100 77,5782 77,688 71,9186 72098  §1,928c §3,658Cb 70,0282  70,88Ca
130 79,87%a  80,54%2 60,75  70,11B5  64,30Ab 65,36"Bb 82 75% 79 16Ba
160 81,2722 80,71%a  46,29°¢  66,29CP 64,63~  67,77"  84,69%2 86,2642

Médias seguidas da mesma letra mindscula (na linha) e médias seguidas da mesma letra mailscula
(na coluna) nao diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%. POL,
embalagem de polipropileno; MET, embalagem de polipropileno recoberta com papel aluminio.
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Tabela 5 - Valores médios do parametro a* da microcapsula e 6leo de pequi

Cor a* microcapsula éleo de pequi Cor a* 6leo de pequi

Tempo 250C 40°C 40°C 25°C 25°C 40°C 40°C

(dias) 25°C POL MET POL MET POL MET POL MET
0 3,37 Ba 3,48 Ba 1,42 Fb 1,480> 324542 31 38Ba 25808 30,19 Ba
40 2,90BCa  249C  (,69 & 1,39Pc 27,6882 2855C 1825Cc 2234Cb
70 2,75 ¢a 2,79Ca  244Fa  254Ca  2669Ba 2793CPa 1804 C 21,31Ch
100 2,72 ¢a 2,54Ca  275ba  2@7Ca 253682 2644Pa  §03Pc  20,32Cb
130 -1,09°b  -0,82DP> 346C2  339Ba 24358Ba 2]18]1E 9148  -440F0c
160 -159F  -152Fc 597Aa 45340 1497C 1840F -278F  -230P¢

Médias seguidas da mesma letra mindscula (na linha) e médias seguidas da mesma letra mailscula
(na coluna) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%. POL,
embalagem de polipropileno; MET, embalagem de polipropileno recoberta com papel aluminio.

Tabela 6 - Valores médios do parametro b* da microcapsula e 6leo de pequi

Cor b* microcapsula 6leo de pequi Cor b* 6leo de pequi

Tempo 25°C 25°C 40°C 40°C 40°C

(dias) POL MET POL MET 25°C POL 25°C MET 40°C POL MET
0 71,988 726582 66,938 68,628« 88,79 Cc 99,59 Cb 115,24 A2 116,42 Aa
40 72,0982 71908BC 6056 61,19¢ 92408p 100,26 > 108,98 ABa 112,05 Ba
70 71,46Ba 7388ABa 20,92Db 20,2900 97,128C 102,01 105,64 B8C 106,26 Ca
100 69,8982 68,87Ca 2244DEb 27 59Db 99 22Bab 103,94 BCa 101,56bCa 9582 bb
130 40,56 ¢ 53,56Pa 2576FEFc 27 13E 100,74 AB> 108,56 ABa 33,33 Ec 8,73 Fd
160 31,62DPab 35 40Fa 27 42Fp 2755Ed 108,124 1128842 11 83Fc 7,33 Fd

Médias seguidas da mesma letra minlUscula (na linha) e médias seguidas da mesma letra mailscula
(na coluna) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%. POL,
embalagem de polipropileno; MET, embalagem de polipropileno recoberta com papel aluminio.

A variacao de cor (AE) foi avaliada considerando como padrao o tempo zero da
vida util da microcapsula (L*=76,62, a*=4,07 e b*=76,55) e do Oleo de pequi
(L*=42,34, a*=34,32 e b*=66,33). Observa-se nas Figuras 2a e 2b. que a variagao da
cor acompanha a degradacéo dos carotenoides da microcapsula e do 6leo de pequi.
Esta mudanca de cor também se justifica pelo aumento da atividade de agua
(Tabela 2), uma vez que o aumento da umidade no alimento favorece a diluicdo dos
constituintes e fornece significativa alteracdo no pigmento, verificado pela cor do

produto.
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Figura 2 - Variagédo da cor (AE) de microcépsulas (a) e do 6leo (b) de pequi, armazenadas

em diferentes embalagens e temperaturas.

A oxidacéo lipidica € uma das principais causas da degradacao de alimentos
naturais e processados, afetando no sabor, cor, textura e valor nutritivo dos
alimentos. Além de produzir compostos potencialmente téxicos a saude (CHAYSAIT
et al., 2007). No estudo da estabilidade do 6leo de pequi, observa-se a influéncia da
temperatura (40°C) na oxidacdo do oleo (Figura 3). No tempo zero, a microcapsula
liofilizada de 6leo de pequi apresentou estabilidade de 15,45 horas. Considerando
que a microcapsula liofilizada contém 60% de Oleo em sua formulacdo, o Oleo
encapsulado apresenta 1,8 vezes mais estabilidade que o 6leo bruto de pequi (14,64

horas).
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Figura 3 - Estabilidade do 6leo do pequi armazenados em diferentes embalagens e

temperaturas.

4 CONCLUSOES

Foi possivel obter 6leo de pequi microencapsulado e liofilizado.

A técnica de microencapsulacdo por coacervacdo complexa e liofilizagcdo nao
alterou o contetdo de &cidos graxos do 6leo de pequi. Aproximadamente 74% dos
carotenoides foram preservados no 6leo microencapsulado em po.

A temperatura de armazenamento das amostras influenciou de forma
significativa a diferenca de cor das microcapsulas, uma vez que para as amostras
armazenadas a 25°C, maior diferenca foi observada a partir do centésimo dia de
armazenamento, enquanto que para as armazenadas a temperatura de 40 °C, um
aumento significativo da diferenca de cor ocorreu aos quarenta dias de
armazenamento. Essa temperatura mais elevada também provocou uma maior
degradacdo de carotenoides uma vez que quando as microcapsulas foram
estocadas a 25 °C uma maior estabilidade dos carotenoides foi observada até os 70

dias de armazenamento.
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CONCLUSAO GERAL

Foi possivel microencapsular o 6leo de pequi através da coacervacao
complexa utilizando a gelatina e goma arabica como material de parede.

A técnica foi eficiente produzindo de 67,07 a 97,07% de microcapsulas e
66,58% a 96,86% de O6leo encapsulado. No delineamento composto central
rotacional as variaveis independentes investigadas (temperatura, velocidade de
homogeneizagdo e recheio) influenciaram significativamente no rendimento,
eficiéncia e no teor de carotenoides.

Os modelos gerados pelo delineamento composto central rotacional foram
preditivos apresentando coeficientes de correlacdo de 98%. As microcapsulas
apresentaram distribuicdo assimétrica e o seu didmetro médio variou de 15 a 145
pm. A coacervagdo complexa auxiliou na preservacdo dos carotenoides, sendo
observada 3,86% de perdas na formulacdo localizada no ponto central do
planejamento experimental (7,5g de recheio, 15.000rpm e 50°C).

O conteldo dos acidos graxos existente no 6leo de pequi ndo foi alterado pelo
processo de liofiizagdo das microcapsulas e aproximadamente 74% dos
carotenoides foram preservados no 6leo microencapsulado em po.

A temperatura de armazenamento das microcapsulas liofilizadas e do 6leo de
pequi influenciou de forma significativa a diferenca de cor das microcapsulas, uma
vez que para as amostras armazenadas a 25°C, maior diferenga foi observada a
partir do centésimo dia de armazenamento, enquanto que para as armazenadas a
temperatura de 40°C, um aumento significativo da diferenca de cor ocorreu aos
quarenta dias de armazenamento. Essa temperatura mais elevada também
provocou uma maior degradacdo de carotenoides uma vez que quando as
microcapsulas foram estocadas a 25°C uma maior estabilidade dos carotenoides foi

observada até os 70 dias de armazenamento.



