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RESUMO

Os carotenoides sdo pigmentos naturais responsaveis por conferir cores como amarelo,
laranja e vermelho. Por apresentarem propriedades bioldgicas benéficas estdo sendo aplicados
nas indudstrias de alimentos, farmacéutica e ragdes. A preocupagdo com 0 USO em excesso de
aditivos quimicos faz com que a producgdo destes pigmentos por processos biol6gicos ganhe
destaque tendo em vista que a obtencdo destes se d& majoritariamente por processos
sintéticos. No entanto, estes biocompostos sdo altamente sensiveis quando expostos a luz,
temperaturas elevadas e oxigénio, acarretando diminui¢do no seu potencial de pigmentacao e
bioatividade. Assim, a encapsulacdo surge como alternativa para promover a protecdo destes
pigmentos, conferindo estabilidade e permitindo a sua liberacdo e utilizacdo de forma
controlada. Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar as condicGes de processo da
encapsulacdo dos carotenoides produzidos pela levedura Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268,
utilizando como material de cobertura a goma xantana pelo método de secagem por spray
dryer. Os cultivos da levedura foram realizados em frascos agitados de 500 mL com pH
inicial de 6,0, acrescidos de 10% de indculo (108 cél mL™?), nas condicdes de 25°C, 180 rpm
por 168 h. A biomassa obtida foi seca (35°C por 24 h) e macerada em moinho de bolas com
camara fechada com adicao de nitrogénio na camara e o tamanho de particula foi padronizado
em peneira de Tyler 115 (<125 um). Os extratos carotenogénicos foram obtidos pela técnica
de ruptura da parede celular em banho ultrassonico e extragdo com acetona. As condic¢des do
processo de atomizagdo foram estudadas por um delineamento composto central 23, tendo
como variaveis temperatura do ar de entrada (110, 120 e 130°C), fluxo de alimentacdo (0,15,
0,20 e 0,25 L h') e concentracdo (m/v) da suspensdo de goma xantana (0,5, 0,75 e 1%) sendo
a resposta 0 rendimento do processo. O rendimento de encapsulacdo variou de 27 a 49%
sendo esta melhor condicdo na temperatura do ar de entrada de 130 °C, vazédo de alimentagédo
de 0,15 L h'! e 1% da concentragdo da suspensdo de goma xantana. Nestas mesmas condicdes
de processo a adicdo de 2% de Tween 80 e extratos carotenogéncios (100 pg/g) obtiveram
microcapsulas com 51% de rendimento e 70% de eficiéncia de encapsulacdo. As analises de
Calorimetria diferencial de varredura (DSC) e Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) foram realizadas evidenciando a encapsulacdo dos
carotenoides pelo desaparecimento do pico endotérmico caracteristicos do extrato
carotenogénico nas capsulas produzidas bem como a visualizacdo dos grupos funcionais
caracteristicos de cada material utilizado, respectivamente. Assim, € possivel concluir que o
planejamento experimental permitiu realizar a maximizacdo do rendimento do processo e a
adicdo do Tween 80 promoveu uma elevada eficiéncia de encapsulacéo.

Palavras chave: Aditivos. Biocompostos. Leveduras. Capsulas. Pigmentos.






Maximization of encapsulation carotenoids produced by Phaffia rhodozyma by spray
dryer

Carotenoids are natural pigments responsible for imparting colors such as yellow, orange and
red. Because they have beneficial biological properties they are being applied in the food,
pharmaceutical and food industries. The preoccupation with the excessive use of chemical
additives causes the production of these pigments by biological processes to be highlighted in
view that the obtaining of these is given mainly by synthetic processes. However, these
biocomposites are highly sensitive when exposed to light, high temperatures and oxygen,
leading to a decrease in their potential for pigmentation and bioactivity. Thus,
microencapsulation emerges as an alternative to promote the protection of these pigments,
conferring stability and allowing their release and use in a controlled manner. Therefore, the
objective of this work was to maximize the microencapsulation process conditions of the
carotenoids produced by the yeast Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268, using xanthan gum as
the coating material by spray dryer. Yeast cultures were carried out in stirred vials of 500 mL
with initial pH of 6.0, plus 10% of inoculum (108 cells mL™), under conditions of 25°C, 180
rpm for 168 h. The biomass obtained was dried (35°C for 24 h) and macerated in a closed
chamber ball mill with nitrogen addition in the chamber and the particle size was standardized
on Tyler 115 (<125 um) sieve. Carotenogenic extracts were obtained by the technique of cell
wall rupture by ultrasonic bath and extraction with acetone. The conditions of the atomization
process were studied through a central composite design 23, having input air temperatures
(110, 120 and 130°C), feed flow (0.15, 0.20 and 0.25 L h™) and concentration (m/v) of the
xanthan gum suspension (0.5, 0.75 and 1%) with the yield being the response. From the best
conditions found in the planning, three trials were carried out, in triplicate, with addition of
carotenoids evaluating the process yield and the encapsulation efficiency. Differential
Scanning Calorimetry (DSC) and Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) analyzes
were carried out, evidencing the encapsulation of carotenoids through the disappearance of
the endothermic peak characteristic of the carotenogenic extract in the produced capsules as
well as the visualization of the functional groups characteristic of each material used,
respectively. Thus, it can be concluded that the experimental design allowed to maximize the
yield of the process and the addition of Tween 80 promoted a high encapsulation efficiency.

Keywords: Additives. Biocomposites. Yeasts. Capsules. Pigments
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1 INTRODUCAO

Carotenoides sdo uma classe de pigmentos naturais lipossollveis encontrados em
bactérias, fungos, vegetais e em animais sendo responsaveis por conferir as cores vermelho,
laranja e amarelo dos alimentos (COLET et al., 2017; URNAU et al., 2014). Apresentam uma
série de duplas ligacGes conjugadas que além da cor podem ter propriedades antioxidantes
(MACIAS-SANCHEZ et al., 2010; SHEN; QUEK, 2014), capazes de neutralizar radicais
livres recebendo elétrons de espécies reativas (GAMMONE et al., 2015).

Quimicamente os carotenoides sdo tetraterpenos de quarenta carbonos formados a
partir de unidades de isopreno, o isopentenil pirofosfato e seu isdmero dimetilalilo difosfato,
cada um contendo cinco carbonos ligados de uma forma que a molécula ¢ linear e simetrica
com a ordem invertida no centro. Esta estrutura pode ser modificada de diversas maneiras e
por possuir conjuntos de duplas ligagdes esta classe de pigmentos é altamente sensivel,
podendo ser isomerizados e oxidados (MESQUITA et al., 2017; VALDUGA, 2005).

Devido aos beneficios apresentados por esta classe de pigmento, a demanda por
carotenoides tem aumentado, exigindo uma maior producdo e consequentemente um aumento
no seu valor comercial uma vez que é utilizado como aditivos em alimentos, corantes
alimentares e em produtos funcionais (PRIBYL et al., 2015).

A producdo comercial dos carotenoides é realizada principalmente por sintese em
processos quimicos ou extracdo de plantas e/ou algas (VALDUGA et al., 2009). No entanto, a
obtencdo destes pigmentos por via biotecnolégica com leveduras, bactérias e microalgas vém
ganhando destaque (VALDUGA, et al., 2009; ANJOS, 2013).

A aplicacdo destes pigmentos na industria é restrita, dependendo do processo, devido a
sua baixa resisténcia a mudancas no pH, aguecimento, exposicao a luz e frente as condicdes
que podem acarretar perda de suas propriedades funcionais, valor nutricional, reducdo da
coloracdo e perda das suas caracteristicas organolépticas (MARTINEZ-DELGADO;
KHANDUAL; VILLANUEVA-RODRIGUEZ, 2016; JANISZEWSKA-TURAK, 2017).

A microencapsulacdo possibilita ampliacdo das aplicacbes no processamento de
alimentos visando a protecdo das suas caracteristicas contra a deterioracdo, promovendo a
formacdo de uma parede para o aprisionamento das goticulas/particulas (SHEN; QUEK,
2014). Assim, a microencapsulacdo de pigmentos ganha destaque uma vez que permite a
obtencdo de um produto com menor volume, reduzindo os custos de transporte e
armazenamento, facilitando sua dosagem e, principalmente, protegendo o material
encapsulado, aumentando sua estabilizagdo (JANISZEWSKA-TURAK, 2017).
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O método mais comumente utilizado para realizar a microencapsulacdo é o spray
drying gerando um produto em forma de po, aplicando pardmetros de secagem como
temperatura e fluxo de alimentacdo. Porém, esta técnica pode causar danos aos carotenoides
devido a desidratacdo, alta temperatura e estresse ao material de interesse, sendo necessario 0
uso de materiais de parede para protecdo (CHRANIOTI; NIKOLOUDAKI; TZIA, 2015;
DOMIAN; BRYNDA-KOPYTOWSKA; OLEKSZA, 2015; JANISZEWSKA, 2014,
JANISZEWSKA-TURAK, 2017; SEMYONOV et al.,, 2010). Estes materiais de parede
podem ser proteinas, lipideos e carboidratos, selecionados por ndo possuir reatividade com o
material encapsulado, técnica de encapsulacdo e mecanismo de liberacdo (RUTZ, 2013).

A goma xantana comercial € um polissacarideo extracelular produzido por
Xanthomonas campestres, que possui solubilidade tanto em agua fria quanto em agua quente,
apresentando solugdes altamente pseudoplasticas, ou seja, sua viscosidade diminui com o
aumento da tensdo de cisalhamento e sua viscosidade é estavel em relacdo a amplas faixas de
pH e temperatura (RIBEIRO; SERAVALLI, 2004; SWORN, 2000).

Desde 2004 as equipes dos Laboratorios de Analise Sensorial e Controle de Qualidade
e 0 Laboratdrio de Engenharia de Bioprocessos da FURG, vém desenvolvendo estudos, que
envolvem a producdo e recuperacdo de carotenoides com interesse comercial, por via
microbiana ou enzimatica, com énfase no aproveitamento de coprodutos e residuos
agroindustriais, como substratos alternativos. Os carotenoides produzidos por Phaffia
rhodozyma aproveitando agua de parboilizacédo de arroz (SILVA, 2009) e glicerol bruto foram
abordados (SILVA, 2010), além da microalga Haematococcus pluvialis (REIS, 2012).
Sporodiobolus pararoseus, Pichia fermentans e Rhodotorula mucilaginosa, foram isolados de
ecossistemas do Rio Grande do Sul (OTERO, 2011) como promissores na obtencdo de
carotenoides com atividade antioxidante, em diferentes coprodutos agroindustriais como agua
de parboilizacdo do arroz, glicerol bruto, agua de maceracdo de milho e melaco de cana de
acucar (BORBA, 2015; CIPOLATI, 2012; MACHADO, 2013; OTERO, 2011; RODRIGUES,
2018). A recuperacdo desses pigmentos, produzidos por leveduras e microalgas por diferentes
métodos (BURKERT; MACHADO, 2015; FONSECA et al., 2011; LOPES, 2014;
MICHELON et. al., 2012) tambem foram estudados. A microencapsulacdo de carotenoides
obtidos por P. rhodozyma (Nogueira, 2017), S. pararoseus e R. mucilaginosa (BRAGA,
2017) vem sendo desenvolvidos.

Neste contexto, em continuidade com as pesquisas, este trabalho visa o estudo das

condicOes de processo da encapsulagéo de carotenoides produzidos pela P. rhodozyma por

spray drying.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar condicdes de processo para encapsular carotenoides produzidos pela levedura

GRAS (Generally Recognized as Safe) Phaffia rhodozyma NRRL Y-17268 por spray drying.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar as condicGes do processo temperatura do ar de entrada, fluxo de alimentacéo e
concentracdo da suspensdo de goma xantana visando a maximizagdo do rendimento;

Produzir e recuperar carotenoides microbianos da levedura Phaffia rhodozyma para
obter capsulas pela técnica de spray dryer utilizando goma xantana como material de
cobertura;

Caracterizar as capsulas produzidas nas condi¢gdes mais promissoras do processo.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CAROTENOIDES

Os carotenoides sdao um grupo de pigmentos capazes de conferir beneficios a salde.
Estes sdo tetraterpenos Cao formados por oito unidades isoprendides de cinco carbonos
desenvolvendo assim estrutura susceptivel a modificacdes por diferentes rotas (BARBATO,
2014; GOMEZ-MASCARAQUE et al., 2017).

Esta classe de pigmentos apresenta duplas ligagdes conjugadas que atuam como
croméforo, ou seja, sdo capazes de absorver parte da luz que nelas incide, conferindo
coloracdo a estes pigmentos (ARMSTRONG; HEARST, 1996).

O espectro ultravioleta visivel - UV/VIS dos carotenoides € devido aos croméforos
existentes, sendo necessario no minimo sete duplas ligacdes para que seja perceptivel a sua
coloracdo. Assim, 0 espectro de absorcdo dos carotenoides depende do nimero de duplas
ligagOes conjugadas que possuem em sua molécula, logo quanto maior for o cromoforo maior
sdo 0s comprimentos de onda de absor¢cdo maxima (Figura 1), variando de 410 a 510 nm de
acordo com a estrutura que apresentam (MELENDEZ-MARTINEZ et al., 2007).

Figura 1 - Espectro de absor¢do de carotenoides: astaxantina, [-caroteno e
cantaxantina.
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Este sistema de duplas ligagdes torna os carotenoides sensiveis a luz, temperatura, e
reatividade quimica sendo facilmente isomerizados e oxidados (AMBROSIO et al., 2006;
TATSCH, 2008).

Os carotenoides sdo compreendidos por duas classes principais, sendo os carotenos e
as xantofilas (Figura 2). Os carotenos, quimicamente, sdo estruturas compostas
exclusivamente por hidrocarbonetos enquanto as xantofilas possuem oxigénio em sua
molécula (COULTATE, 2004).

Figura 2 - Estrutura quimica de alguns carotenos e xantofilas.
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Fonte: Ambrdsio (2006)

A sintese dos carotenoides pode ser realizada em organismos fotossintéticos, algas,
plantas, bactérias e leveduras sendo sua biossintese composta por trés estagios diferentes
(Figura 3) sendo elas: sintese terpendide basica Cs; sintese de compostos Ca € a
transformagdo destes em diversos carotenoides. Os estdgios iniciais sdo oriundos de vias

comuns da sintese dos esteroides sendo intermediarios ao Acetoacetil — CoA, mevalonato,
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isopentenil pirofosfato, geranilgeranilpirofosfato e farnesilpirofosfato que estéo relacionados a
formacdo dos carotenoides (RATLEDGE; EVANS, 1989 apud VALDUGA, 2005).

Figura 3 - Estagios da biossintese de carotenoides.
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O acido mevalbnico € o primeiro precursor especifico da biossintese dos terpenoides e
apos sofrer uma série de reacGes forma geranil difosfato (10 C), farnesil difosfato (15 C) e
geranil-geranil difosfato (20 C). A partir da dimerizagdo de duas moléculas de geranil-geranil
difosfato forma-se o fitoeno sendo este o primeiro composto de quarenta carbonos ainda néo
apresentando coloracédo (BARBATO, 2014).

Deste ponto segue uma série de desnaturagdes formando fitoflueno, (-caroteno,
neurosporeno e finalmente o licopeno (Figura 4). O neurosporeno e o licopeno podem sofrer
ciclizagdo formando o anel p de p-zeacaroteno ou o anel a de a-caroteno oriundo do
neurosporeno. Estes carotenoides sdo transformados em y-caroteno e d-—caroteno,
respectivamente pela introdugdo de uma dupla ligagéo, estendendo o seu sistema de dupla
ligagdo conjugada. O licopeno é ciclizado em uma de suas extremidades gerando y-caroteno e
d—caroteno. Estes carotenoides monociclicos sofrem ciclizagdo na sua outra extremidade
resultando em p-caroteno e a-caroteno (Figura 5). Com a formacdo destas novas
conformagfes poderd ocorrer a introducdo de substituintes, como hidroxilas (Figura 6),
formando xantofilas (VALDUGA et al., 2009).

Figura 4 - Estagios intermediarios com a formacéo do licopeno.
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Figura 5 - Ciclizacdo dos carotenoides aciclicos insaturados.
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Figura 6 - Formacéo de xantofilas.
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Alguns carotenoides apresentam funcgdes biologicas sendo precursores da vitamina A.

Para que estes compostos apresentem esta funcdo é necessario que possuam ao menos um
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anel B-ionona ligado a uma cadeia poliénica de onze carbonos sendo o [B-caroteno o
carotenoide que possui 0 maior potencial pré-vitaminico A por ser capaz de ser convertido em
duas moléculas de vitamina A (RUTZ, 2013).

Na industria de alimentos, os carotenoides sdo majoritariamente utilizados a fim de
conferir cor, repor a cor perdida durante o processamento e armazenamento, conferir cor aos
alimentos incolores e uniformizar a coloracdo de alguns alimentos (SANCHEZ-
CONTRERAS et al., 2000).

No entanto, sua presenca na dieta é de extrema importancia para a saude humana, uma
vez que é um poderoso antioxidante e estd associado a reducdo do risco de doencas
cardiovasculares arteriosclerose, catarata, degeneracdo macular, esclerose multipla, cancer e
doencas degenerativas (AZMACH et al., 2013; BRAGA, 2016; TATSCH, 2008).

Os carotenoides usados industrialmente, como o [B-caroteno e astaxantina, na sua
maioria, sdo obtidos por via quimica ou por extracdo de plantas e/ou algas. No entanto, com a
crescente preocupacdo na utilizacdo de aditivos quimicos intensificou-se a pesquisa pela
producdo destes pigmentos por técnicas biotecnoldgicas ganhando destaque o uso de
microrganismos. Por serem obtidos em um periodo reduzido, em qualquer periodo do ano,
sob condi¢des controladas e ainda podendo utilizar como substrato coprodutos de baixo valor
acarretando na reducdo dos custos de producdo a producéao a partir de microrganismos ganha
destaque (AKSU; EREN, 2007; BARBATO, 2014; BRAGA, 2016; VALDUGA, et al., 2009).

3.1.1 Astaxantina

A astaxantina (3,3’-dihidroxi-beta,betacaroteno-4,4’-diona) (Figura 7) é um tipo de
carotenoide encontrado em animais marinhos como o salméo, a truta e a lagosta, podendo
também ser sintetizado por microrganismos como a microalga Haematococcus pluvialis (H.
pluvialis) e a levedura Phaffia rhodozyma conferindo a pigmentacdo vermelha (SEABRA;
PEDROSA, 2010; SHEN; QUEK, 2014).

Esta é derivada do B-caroteno pela 3-hidroxilacdo e 4-cetolagdo em ambos 0s grupos
terminais do anel ionona. Estas rea¢fes sdo catalisadas pelas enzimas p-caroteno-hidroxilase e
[-caroteno-cetolase, respectivamente (SEABRA; PEDROSA, 2010).

O sistema de ligacdes duplas conjugadas proporciona aos carotenoides uma estrutura
molecular Unica, propriedades quimicas e caracteristicas de absor¢do de luz. Cada ligacdo
dupla pode existir em duas configuragfes: como isémeros geométricos cis ou trans.

Termodinamicamente, 0s isbmeros trans da astaxantina sdo mais estaveis que os cis sendo 0s
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primeiros mais abundantes na natureza (BRITTON, 1995) e segundo Liu; Osawa (2007) estas
estruturas podem ser isomerizadas de uma forma para outra quando expostos a ions de luz,

calor, acido ou metal.

Figura 7 - Forma estrutural da astaxantina livre.
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A astaxantina possui dois carbonos assimétricos nas posigcoes 3 € 3’ e pode existir em
quatro configuragdes, incluindo os enantidbmeros 3S, 3'S e 3R,3'R e formas meso 3R3’S e
3'R,3S (ANJOS, 2013). O isdomero (3S, 3’S) ¢ a forma predominante encontrada na natureza,
e também pode ser encontrado em microalgas como Haematococcus pluvialis. Por sua vez, o
enantiobmero 3R, 3’R pode ser obtivo pela levedura Phaffia Rhodozyma e, até 0 momento, é a
Unica fonte natural destes enantiomeros (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001; SCHMIDT et al.,
2011).

Este carotenoide se destaca por ser um poderoso antioxidante encontrado em
abundancia na natureza possuindo propriedades fotoprotetoras, imunomoduladoras,
anticancerosas e cardioprotetoras. O poder antioxidante da astaxantina é cerca de 100 a 500
vezes maior do que outros carotenoides, incluindo o B-caroteno (FONTANA et al., 1997;
GOTO et al., 2001 KURASHIGE; ORIMASU; INOUE, 1990; SHAHIDI; METUSALACH,
1998).

Segundo Bustamante et al., (2013), o poder antioxidante da astaxantina é atribuido ao
fato de que esta apresenta uma série de duplas ligacGes estendida que permite uma maior
remocdo dos radicais livres e/ou oxigénio singlete. Além disso, Ghiggi, (2007) relata que a
presenca de hidroxilas e cetonas em cada anel ionona resulta em caracteristicas Unicas,
modificando a polaridade entre os diferentes carotenoides, possibilitando sua esterifica¢do e
seu elevado poder antioxidante.

Uma grande parte da astaxantina comercial € produzida sinteticamente (ZHU et al.,
2009). Esta sintese comeca com uma unidade de nove carbonos (C 9), a cetoisoforona, sendo
esta obtida a partir de matérias primas do petréleo (HANSGEORG, 2002).

A crescente demanda de alimentos naturais, alto custo dos pigmentos produzidos

sinteticamente e a incerteza quanto a possiveis causas adversas no consumo de corantes
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sintéticos levaram a busca de novas fontes para a obtengdo da astaxantina, como microalgas,
leveduras e residuos de crustaceos (SACHINDRA et al., 2007; ZHANG et al., 2009)

O valor de mercado da astaxantina varia de US$/Kg 2.500 a 7.000, sendo em 2014
comercializadas cerca de 280 toneladas avaliadas em US$ 447 milhdes. Para 2020 a
estimativa é de que sejam comercializados cerca de 1.5 bilhGes de dolares em produtos
naturais tendo como destaque a astaxantina produzida em bioprocessos oriunda de fontes
como microalgas e leveduras (PANIS; CARREON, 2016).

3.2 LEVEDURAS CAROTENOGENICAS

A bioproducdo de carotenoides varia em funcdo de fatores quimicos, fisicos e
biologicos. As condigdes utilizadas no cultivo bem como a composi¢do do meio utilizado
(fonte de carbono, nitrogénio e outros elementos), pH, temperatura de incubacdo, tempo de
cultivo, agitacdo, aeracdo e a linhagem do micro-organismo utilizado s&o fatores que
determinam a quantidade e o tipo de compostos produzidos (VALDUGA, 2005).

A obtencdo de carotenoides por via biotecnoldgica pode ser realizada empregando
diversos géneros de leveduras como Micrococcus luteus, Rhodotorula glutinis, Phaffia
rhodozyma, Saccharomyces cerevisiae e especies de Sporidiobolus (YOO; ALNAEELLI,
PARK, 2016).

A Tabela 1 apresenta a producdo de carotenoides utilizando diferentes cepas e

condicdes de processo.

3.2.1 Phaffia rhodozyma

A levedura Phaffia rhodozyma, € um organismo aerébico cujo crescimento é
dependente do suprimento de oxigénio na cultura aumentando sua producéo de acordo com o
aumento da absorcdo de oxigénio (LIU; WU; HO, 2006). Esta levedura, que forma col6nias
vermelho alaranjadas, apresenta a capacidade de produzir intracelularmente carotenoides,
como astaxantina, luteina e p-caroteno sendo a astaxantina encontrado em maior proporcao
(BONFIM, 1999; NOGUEIRA, 2017; WAGNER; RAMBLA; LEGARRETA, 2008).

A Tabela 2 apresenta a producdo de carotenoides a partir da Phaffia rhodozyma

utilizando diferentes cepas.
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Tabela 1 - Producédo de carotenoides por diferentes microrganismos utilizando meios alternativos para o cultivo.

Referéncia

Microrganismo

Meio de cultivo

Condic0es de Processo

Carotenoides totais

Tatsch
(2008)

Otero
(2011)

Cipolatti
(2012)

Machado
(2013)

Urnau et
al. (2012)

Lopes
(2014)

Borba et
al. (2018)

Sporidiobolus salmonicolor
CBS 2636

Sporobolomyces pararoseus;
Pichia fermentans;
Rhodotorula mucilaginosa

Rhodotorula mucilaginosa;
Sporobolomyces pararoseus;
Pichia fermentans.

Sporidiobolus pararoseus.

Xanthophyllomyces
dendrorhous Y 10921

Sporidiobolus pararoseus;
Rhodotorula mucilaginosa.

Sporidiobolus pararoseus.

80 g L de glicose, 15 g L™ de peptona e
5 g L de extrato de malte.

Meio YM: 3 g L'lde extrato de levedura,
3 g L''de extrato de malte, 5 g L-*de
peptona e 10 g L* de glicose.

Meio YM: 3 g L'lde extrato de levedura,
3 g L''de extrato de malte, 5 g L-*de
peptona e 10 g L* de glicose.

Meio A: 52,9 g L™ de 4gua de maceracéo
de milho + 30 g L™ de glicerol bruto
Meio B: 6,5 g L de agua de maceragédo
de milho +40 g L'* de melago de cana de
acucar.

3 g L''de extrato de levedura, 3 g Lde
extrato de malte, 5 g L *de peptona e 10
g L de glicose.

Meio YM: 3 g L *de extrato de levedura,
3 g L''de extrato de malte, 5 g L*de
peptona e 10 g L de glicose.

Meio agroindustrial (40 g L de melaco
de cana de aclicar+6,5 g L-*agua de
maceracao de milho).

1,5vvm, 180 rpm, a
25°C e pH inicial de 4.

pH inicial de 6,0, a
25°C, 150 rpm por 168
h.

180 rpm, 25°C por
168 h.

25°C, 180 rpm, pH
inicial de 6.

25°C, 150 rpm por
96 h.

25°C, 180 rpm por
168 h.

27,5°C, pH inicial de 4,
h, 158 rpm e 1,2 vwm.

3313,60 pg L

124 ug g*
54ugg?
28 ug gt

94ugg?
71lugg?
19ugg?

Meio A 66 ug g*
Meio B 73 ug g*

697,24 ug g*

87,3 ngg*
297,6 ng g*

1969,30 pg Lt
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Tabela 2 - Produgéo de carotenoides por Phaffia rhodozyma.

Carotenoides

. . . . Condigdes
Referéncia Microrganismo Meio de cultivo de Processo totais
. H inicial de
hPZaffla P 5. 25 °C 350 ug g—l*
i rhodozyma . '
Silva (2009) NRRL Y-{7268. 16,25 g L de extrato de malte, 150 rpm por
8,75 g L™ de peptona, 15 g L de 144 h.
-1 Z
_ Phaffia sacarosr% eiﬁz,s 9 Ld d(:ragiua de 25°C. 150 1
(2012) NRRL Y-17268. 168 h
. ] N
Phaffia '\I"f/"’ dYrM'33 gl_"_l dde A dde 250C, 150 1
(2011) Y-17268. malte, > g - de peptona € 159 48h.
de glicose.
Meio YM: Extrato de malte e
levedura
o s YM 358 ug L
Phaffia Meio 1: 356 g L™deaguade — ,500 g4 Meio 1
Cipolatti thodozyma maceracdo d_e milho+4,8g L™ de rpm por 353 g L
(2012) NRRL Y-17268 __ licerol bruto 168 h Meio 2
' Meio 2: 36,5 g L de agua de : 3390 ug L
maceracdo de milho +6,0 g Lt de Hg
melaco de cana de agUcar
Phaffia Meio composto por 20 g L, 22°C, 190
Xiao et al. rhodozyma JMU- 5 g L sulfato de ambnio, rpm, 120 he 20,4 mg L*
(2015) MVP14 2 g L* fosfato monopotassicoe 1 pH inicial de
g L sulfato de magnésio. 6.
_ Phaffia 10 g L™ de glicerol bruto, 10 g L™ r2r?1 (iGést? o 327 ug gt
Silva et al. rhodozyma de glicose, 10 g L™ de extrato de ?—i inicial de
(2016a) NRRL Y-17268. levedura, 10 g L de extrato de P 6
malte e 1 g L de peptona. :
_ Phaffia -1
Nogueira rhodozyma YM (3 g L de extrato de 25°C.180 13980199
(2017) NRRL Y-17268. levedura, 3 g L™ de extrato de o or
Phaffia malte, 5 g L™ de peptona, 10 g L™ p48?1 196,07 g g
Presente rhodozyma de glicose). :
estudo NRRL Y-17268.

*concentragdo de astaxantina.

3.3 ESTABILIDADE DE CAROTENOIDES

Os carotenoides, por apresentarem duplas ligacBes conjugadas, sdo susceptiveis a

isomerizacdo e oxidacdo quando na presenca de oxigénio, luz e calor o que leva a perda de

suas propriedades antioxidantes, cor e atividade vitaminica (RUTZ, 2016).

Com a finalidade de inibir e ou retardar o processo de degradacdo diferentes métodos
de estabilidade estdo sendo aplicados, como os estudados por Lin e Chen (2005) que testaram
a estabilidade do suco de tomate armazenado em diferentes temperaturas 4, 25 e 35°C, na

presenca e auséncia de luz, e observaram que as maiores perdas do total de carotenoides

(90%) foram encontradas nas maiores temperaturas e na presenca de luz.
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Ceron-Garcia et al. (2010) avaliaram a estabilidade da luteina em diferentes condicfes
de armazenamento sendo elas -18, 4 e 20 °C e observaram que as baixas temperaturas
promoveram uma menor degradacao dos carotenoides.

Braga (2016) ao avaliar a estabilidade, em diferentes condigdes, de extratos
carotenogénicos produzidos pelas leveduras Sporidiobolus pararoseus e Rhodotorula
mucilaginosa observou que a 25°C e a 4°C na auséncia de luz as perdas no contetido de
carotenoides foram em média de 30% para ambas as leveduras.

Nogueira (2017) ao determinar a estabilidade de extratos carotenogénicos
armazenados a 4°C e 25°C na auséncia e na presenca de luz, produzido pela levedura Phaffia
rhodozyma, observou que na presenca de luz e a 25°C o percentual dos compostos de

interesse foi similar quando comparados aos mesmos mantidos na auséncia de luz a 4°C.

3.4 ENCAPSULACAO

A utilizacdo de compostos bioativos como os carotenoides é de extrema complexidade
devido, de maneira geral, a sua instabilidade durante o processamento e armazenamento de
alimentos (JANISZEWSKA-TURAK, 2017).

O principal objetivo da microencapsulacdo € criar uma barreira entre 0 material de
interesse e 0 meio externo permitindo obter produto com menor volume, reduzindo 0s custos
com transporte e armazenamento além de facilitar a dosagem nas posteriores aplicacoes.
Nesta, o material encapsulado € protegido dos fatores externos aumentando assim a
estabilidade dos compostos de interesse (JANISZEWSKA, 2014; JANISZEWSKA-TURAK,
2017).

A encapsulacdo € a tecnologia que permite que pequenas particulas ou goticulas do
material de interesse sejam envolvidas por um agente encapsulante de modo a criar
microparticulas com propriedades benéficas (GARCIA, 2016).

A particula formada possui pequeno tamanho, geralmente em escala micrométrica,
podendo variar de 0,2 a 5000 um sendo esta denominada de nucleo, recheio ou fase interna e
o material de revestimento, que promove a protecdo, comumente denominado de agente
encapsulante, material de cobertura ou material de parede (GHARSALLAOQOUI et al., 2007,
NOGUEIRA, 2017).

A estrutura das microparticulas formadas pode ser dividas em microesferas e
microcapsulas, conforme a estrutura criada. As microesferas sdo particulas compactas

formadas por uma rede polimérica, na qual o material ativo esta distribuido no estado sélido.
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Por sua vez, as microcapsulas sdo constituidas por um nucleo interno contendo o agente ativo
recoberto por uma camada de um polimero de espessura variavel, conforme (Figura 8)
(MATTE; ROSA, 2013).

A elaboracdo de microcépsulas pode ser realizada de diferentes formas utilizando
variadas técnicas, como spray dryer, spray cooling, coacervagdo, extrusdo, lipossomas,
recobrimento em leito fluidizado, complexagdo por incluséo e por liofilizagdo (FAVARO-
TRINTADE; PINHO; ROCHA, 2009).

As microcapsulas sdo pequenas esferas que variam de 1 a 100 pm sendo esta
dependente dos materiais e métodos escolhidos, assim, dependendo das propriedades fisico-
quimicas do nucleo, da composicdo do material de parede e da técnica de microencapsulacao,
pode-se obter diferentes tipos de particulas (Figura 9) (GHARSALLAOUI et al., 2007).

Figura 8 - Estrutura de microcapsulas e microesferas.

Material de Parede Rede polimérica
Material atlvoj @

contido na Material ativo disperso
capsula

Microcapsula Microesfera

Fonte: Adaptado de MATTE; ROSA, 2013.

Figura 9 - Morfologia dos diferentes tipos de microcapsulas: A — simples, B —
irregular, C — vérios nucleos, D — varias membranas.

Fonte: adaptado de GHARSALLAOUI et al., 2007.

3.4.1 Spray drying
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A secagem por atomizagdo spray drying teve seu inicio na metade do século 18
quando foi patenteada a primeira operacdo de secagem de ovos em 1865. No entanto, sua
utilizacdo em escala industrial é datada da década de 20 sendo o leite e 0 sabdo em p6 0s
primeiros produtos que se tem noticia produzidos a partir desta técnica (ROSA; TSUKADA;
FREITAS, 2006).

O processo de secagem por spray drying consiste na transformacdo de um fluxo
bombeavel, podendo ser uma solugdo, suspensdo, pasta ou lama, em produto seco em um
Unico processo de secagem. A vaporizacao da agua acontece mediante a desintegracdo de uma
corrente liquida em pequenas gotas (atomizacao) que entram em contato com uma quantidade
de ar quente suficiente para suprir o calor latente de vaporizacdo (ESTEVES, 2006).

A qualidade do p6 seco depende do tamanho da gota obtida no atomizador e da
maneira que 0 meio gasoso se mistura com as gotas. O atomizador provoca a desintegracao do
liqguido em gotas de tamanhos especificos estando estas diretamente relacionadas ao tempo de
secagem e ao tamanho das particulas secas formadas (MASSON et al., 1985).

Esta técnica se disseminou para processos industriais de diferentes cadeias sendo
aplicado para secagem em larga escala de produtos alimenticios e farmacéuticos em virtude
da sua versatilidade operacional, permitindo desde escala laboratorial na ordem de mililitros
por hora até dezenas de toneladas por hora, na industria (ROSA; TSUKADA; FREITAS,
2006).

O processo de secagem é muito rapido, apenas alguns segundos, o que permite um alto
rendimento dependendo das condicGes de processo e material utilizado. O aquecimento e a
transferéncia de massa durante a secagem ocorrem por meio de filmes de ar e vapor ao redor
das goticulas evaporando a agua livre das particulas e resfriando-as, permitindo assim o uso
de altas temperaturas do ar de secagem sem afetar a qualidade do produto (CARVALHO,
2010).

Essa protecdo do vapor mantém a particula na temperatura de saturacdo, fazendo com
gue ndo se torne totalmente seca e permitindo sua evaporacao continua possibilitando que a
temperatura dos sdlidos se aproxime da temperatura de saida. Devido a isso, produtos
sensiveis podem ser secos em temperaturas relativamente altas (LANNES; MEDEIROS,
2003).

Um spray dryer padrdo € composto por um sistema de atomizacdo do material,
aquecimento e controle de temperatura do ar de secagem, bombeamento e controle de vazao

da alimentacdo do material a ser seco, sistema de alimentagdo de ar para secagem, camara de
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secagem e um sistema de separacgdo ar — p6 seco conforme (Figura 10) (ROSA; TSUKADA,;
FREITAS, 2006).

Este método envolve trés etapas: preparacdo da dispersdo ou solucdo, homogeneizacdo
e atomizacdo do material que se encontra em estado liquido formando pequenas gotas sobre
uma corrente de ar quente. Quando ha o contato das gotas com o ar aquecido, a elevada
temperatura promove répida evaporacao do solvente criando uma fina pelicula do material de
recobrimento em torno do material a ser encapsulado (HUERTAS, 2010; PARIZE et al.,
2008; RUIZ-MARTINEZ et al., 2009).

O método de microencapsulacdo com spray drying gera um produto em forma de pé
fino com as propriedades fisicas desejadas aplicando aos parametros de secagem variaveis
como temperatura, fluxo de alimentacdo e alterando o tipo de material de suporte
(CHRANIOTI; NIKOLOUDAKI; TZIA, 2015).

Figura 10 - Diagrama esquematico de spray dryer.
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Fonte: ROSA; TSUKADA; FREITAS, 2006
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A técnica spray drying é bastante utilizada na inddstria de alimentos, pois seu
procedimento é rapido, possui repetibilidade e relativamente baixo custo quando comparado a
outras tecnologias de encapsulacdo. Assim, esta técnica se tornou uma alternativa viavel para
realizar a secagem uma vez que é flexivel podendo ser facilmente operada e controlada sendo
eficiente para a producdo de particulas de boa qualidade com baixo custo (ALIAKBARIAN et
al., 2018; FRASCARELI et al., 2012; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

Shamaei et al., (2017) ao realizar a microencapsulacdo de 6leo de nogueira por spray
dryer, sendo a temperatura do ar de entrada variada entre 140 e 180°C e a presséo do fluxo de
alimentacdo de 2 a 4 bar obtiveram 91% de eficiéncia na encapsulacdo utilizando como

material de parede uma solugéo de leite em pd desnatado e Tween 80.
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Shen e Quek (2014) realizaram a microencapsulacdo de astaxantina utilizando como
material de parede fibra de milho com proteina de soro de leite (FMPSL) e caseinato de sddio
(FMCS) nas proporgdes de 1:1 por spray drying e observaram que com estes materiais foi
possivel produzir microcapsulas estaveis de astaxantina observando atividade de &gua entre
0,26 e 0,31 e 0,22 e 0,30, eficiéncia de microencapsulacdo entre 63 e 92 e 65 e 95% para
FMPSL e FMCS, respectivamente.

Braga (2016) ao realizar a producéo, sendo a concentragdo maxima de carotenoides de
564,96 e 981,12 ug L™ em 216 h para S. pararoseus e R. mucilaginosa, respectivamente. e
microencapsulacdo, por liofilizagdo e atomizagdo, de extratos carotenogénicos de S.
pararoseus e R. mucilaginosa utilizando diferentes materiais de parede como alginato de
sodio, goma arabica e proteina de soja nas propor¢oes 1:1 (carotenoides: material de parede)
buscando uma maior eficiéncia de encapsulacdo obteve como resultados 68 a 91% e de 73 a
93% para S. pararoseus e R. mucilaginosa, respectivamente utilizando a técnica de
liofilizacdo estando a goma arabica presente nos melhores resultados. No método de
atomizacdo a goma xantana apresentou problemas operacionais quanto a solubilizagdo e
viscosidade ndo sendo possivel obter respostas significativas nas condi¢Ges de operagdo de
100°C de temperatura do ar de entrada, 0,15 L h™* de fluxo de alimentag&o e 1,65 m® min™.

Gomez-Mascaraque et al., (2017) ao avaliarem o potencial de microencapsulacéo
através do eletro pulverizagdo para melhorar a bioacessibilidade do B-caroteno observaram
que foi possivel realizar a microencapsulagdo do -caroteno utilizando zeina como material de
cobertura obtendo cerca de 74% de rendimento e 0s ensaios in vitro demonstraram que 0
microencapsulamento com zeina aumentou a bioacessibilidade do B-caroteno o que ndo era
percebido em sua forma livre.

Nogueira (2017) ao promover a microencapsulacdo por atomizacdo de extratos
carotenogénicos provenientes da levedura Phaffia rhodozyma utilizando como material de
parede, nas proporcGes 1:1 e 1:2 (carotenoides: material de parede), alginato de sodio,
proteina de soja e goma xantana, avaliando o rendimento de processo e a eficiéncia de
encapsulacdo obteve como melhores resultados de rendimento do processo de 19,9% a 21,4%
com a eficiéncia de encapsulacdo de 85,7% a 92,4% utilizando goma Xxantana, na
proporcao 1:1, como material de parede nas condi¢fes de operacdo do atomizador de 100°C

de temperatura do ar de entrada, 0,15 L h* de fluxo de alimentagdo e 1,65 m® min™.

3.5 AGENTES ENCAPSULANTES
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No processo de microencapsulagdo para alimentos, a escolha do material de parede a
ser utilizado depende de diversos fatores como a natureza do mesmo, do processo de
encapsulacdo, fatores econbmicos e se 0 material possui a aprovagdo de 6rgdos reguladores
como a Food and Drug Administration (FDA/EUA) e European Food Safety Authority
(Europa) na comunidade internacional (AMRITA et al., 1999).

No Brasil, quem regulamenta a utilizagdo de qualquer ingrediente em sistemas
alimenticios é a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e dentro de suas
atribuicbes hd um guia para comprovacdo da seguranca de alimentos e ingredientes, que
menciona a necessidade da seguranca no uso de novos ingredientes para consumo humano
(ANVISA, 2013).

Do ponto de vista técnico, a escolha do material de parede a ser utilizado ¢ uma etapa
critica, pois influéncia nas propriedades da emulsdo antes da secagem, retencdo de volateis
durante a secagem e na vida util do pé apds a secagem (DESAI; PARK, 2005; JAFARI et al.,
2008).

Um dos principais fatores para se obter uma microencapsulacéo eficiente € a escolha
do material de parede que estabilizara as microcapsulas. O material deve ser selecionado de
acordo com o método de microencapsulacdo escolhido e com base nas propriedades fisico-
quimicas, tais como solubilidade, peso molecular, cristalinidade, difusividade, temperaturas
de transicdo de fase, formacdo do filme e propriedades emulsificantes (GARCIA, 2016;
GHARSALLAOUI et al. 2007).

Desta maneira, 0 material usado como agente encapsulante deve apresentar as
seguintes caracteristicas: baixa viscosidade, elevada solubilidade em agua, facil manuseio
durante o processo, baixa higroscopicidade para evitar aglomeracdes, compatibilidade com o
composto ativo, boa capacidade de retencdo, protecdo do composto sob condi¢cGes ambientais
adversas, ser neutro no sabor ou apresentar propriedades sensoriais desejadas e ser econdémico
(RAY, RAYCHAUDHURI E CHAKRABORTY, 2016).

Como a maioria dos compostos ndo possui todas estas caracteristicas, € comum a
combinacdo de diferentes materiais de cobertura para a obtencdo dos resultados desejados
(NOGUEIRA, 2017). Assim, hd uma diversidade de materiais que podem ser utilizados como
material de parede para a obtencdo de microcapsulas, como gomas naturais (goma arabica,
agar, alginato de sodio, carragena, goma Xxantana, etc.), proteinas (soro de leite, gelatina,
caseina, albumina, gluten, etc.), carboidratos (amido, maltodextrinas, sacarose, lactose, etc.) e
lipideos (cera, parafina, 6leos, gorduras) (GARCIA, 2016; NOGUEIRA, 2017).
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3.5.1 Goma xantana

As gomas, que sdo biopolimeros hidrofilicos de alto peso molecular, tem sido
largamente utilizada na indUstria alimenticia por serem agentes estabilizantes, espessantes e
gelificantes podendo substituir aglcares e gorduras como ingrediente funcional devido a sua
natureza dietética (BUTT et al., 2007; SEO; YOO, 2013).

Dentre estes polissacarideos a goma xantana € um exopolissacarideo microbiano muito
utilizado em aplicagBes biomédicas, como agente espessante, estabilizante sendo também
utilizada em cosméticos, formulacBes de farmacos e produtos agricolas. Tem sido empregada
como material encapsulante de enzimas, compostos fendlicos presentes em extratos de frutas,
Oleos e carotenoides (LIU et al.,, 2011; NOGUEIRA, 2017; PETRI, 2015; ROSA, 2012,
RUTZ, 2013).

A goma xantana foi descoberta em 1950 no atual Centro Nacional de Utilizagdo
Agricola do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA). Foi produzida pela
primeira vez em 1960 e disponibilizada para comercializagdo em 1964 (MARGARITIS;
ZAJIC, 1978).

Este polissacarideo microbiano é o segundo a ser comercializado, apos a dextrana que
comegou a ser comercializado nos anos 1940, sendo atoxico, ndo causando sensibilidade e
irritacdo a pele a aos olhos e aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos em 1969 (KENNEDY; BRADSHAW, 1984).

A estrutura primaria da goma xantana (Figura 11), que possui massa molecular de
13.000.000 a 50.000.000 g/mol, foi estabelecida em 1975 e consiste em subunidades de
pentasasacarideos com uma d-glicose ligada ao carbono (1-4) sendo similar ao esqueleto da
celulose (FARIA et al., 2011; GOMES, 2014; JANSSON; KENNE; LINDBERG, 1975). Por
sua vez, a secundaria depende das condicGes em que a molécula € caracterizada. A
conformacéo ordenada pode ser nativa ou renaturada ndo havendo consenso sobre a existéncia
de relacdo entre a atividade de conformacao e o tipo de estrutura verificada. A forma nativa se
apresenta abaixa da temperatura do ponto de transicdo conformacional da molécula que
depende da forca idnica na qual a goma xantana esta dissolvida. A transicdo conformacional
(ordem-desordem) é possivel quando had ocorréncia de temperaturas acima do ponto de
transicdo e/ou reducdo da forca ibnica sendo ambas as formas dependentes desses fatores
(VANDAMME; BAETS; STEINBUCHEL, 2002).

Quando misturada em solugéo aquosa, a goma xantana existe em uma conformacéo

helicoidal ordenada, de cadeia simples ou dupla. A estrutura molecular do material contribui
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ativamente para suas propriedades reoldgicas, sendo o padrdo de estruturagdo das solucgdes
relacionado a ligacdo de hidrogénio entre as cadeias laterais e as redes de ligacdo formadas
pelo entrelacamento molecular. (LANEUVILLE; TURGEON; PAQUIN, 2013).

Figura 11 — Estrutura unitaria (mondmero) do polissacarideo goma Xxantana.
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Fonte: GARCIA-OCHOA et al., 2000

A goma xantana € soltvel em agua quente e fria requerendo intensa agitacdo quando
exposta a meio aquoso para evitar a formacdo de grumos. As solugbes de goma xantana
comportam-se como fluidos ndo newtonianos, ou seja, a tensdo de cisalhamento ndo é
diretamente proporcional a taxa de deformacdo, sdo de comportamento pseudoplastico e a
viscosidade se altera significativamente com o tempo e com a taxa de cisalhamento
(STOKKE; CHRISTENSEN, 1996).

Devido a sua estrutura Gnica, a goma Xantana, apresenta propriedades reoldgicas
distintas e incomuns, como alta viscosidade e solubilidade, estabilidade a uma ampla faixa de
pH, sendo afetada apenas com valores maiores que 11 e menores de 2.5 dependendo da
concentracdo de goma utilizado, temperatura, possui também compatibilidade com sais
metédlicos e com outros polissacarideos (GLICKSMAN, 1982; IMESON, 1997;
KALOGIANNIS et al., 2003; KENNEDY; BRADSHAW, 1984).

A goma xantana tem sido utilizada em diversos setores da indUstria por apresentar
importantes propriedades ja mencionadas anteriormente. Quando utilizada em baixas
concentragdes gera estabilidade na estocagem, resisténcia a Aagua e apelo estético
(NUSSINOVITCH, 1997; IMESON, 1997). E utilizada na agricultura em suspensdes como
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agente estabilizante de herbicidas, pesticidas, fertilizantes e fungicidas (NUSSINOVITCH,
1997). A alta viscosidade das solugdes e sua solubilidade em agua tem importante para sua
aplicacdo na industria de petréleo, onde é utilizada em perfuracGes para recuperacdo de 6leo
(GARCIA-OCHOA et al., 2000).

Na industria de ceramicas, a goma xantana atua como excelente agente suspensor para
os esmaltes permitindo que misturas dificeis sejam mantidas em suspensdo. A sua excelente
compatibilidade com componentes de esmaltes ceramicos melhora a moagem do material,
aumenta a adesdo a umido, controla o tempo de secagem e reduz imperfeigdes na superficie
das pecas (GOMES, 2014). A goma xantana, na industria farmacéutica, é utilizada como
sistema matricial para controlar a liberacdo de farmacos (VENDRUSCOLO, 2005).

Na industria de alimentos, a goma xantana é utilizada como agente espessante e
estabilizante de alimentos sendo empregada como material encapsulante de enzimas,
compostos fenolicos presentes em extratos de frutas, 6leos e carotenoides (LIU et al., 2011;
NOGUEIRA, 2017; ROSA, 2012; RUTZ, 2013).

3.6 SURFACTANTES

Os agentes tensoativos, também chamados de surfactantes, sdo moléculas anfipaticas
que possuem em sua molécula uma porcdo hidrofobica ndo polar, sendo geralmente uma
cadeia de hidrocarboneto linear ou ramificada contendo de 8 a 18 atomos de carbono que esta
ligada a uma porc¢éo polar ou hidrofilica (TADROS, 2005).

Os surfactantes encontram aplicacdo em quase todas inddstrias quimicas, incluindo
detergentes, tintas, corantes, cosmeticos, produtos farmacéuticos, fibras, plasticos e na
industria de alimentos. Alguns surfactantes podem ocorrer naturalmente como a lecitina da
gema de ovo, varias proteinas do leite e lipidios polares como monoglicerideos que séo
utilizados para a preparacdo de muitos produtos alimenticios (TADROS, 2005; XU et al.,
1998).

Muitos alimentos sdo sistemas coloidais, contendo particulas e gotas de varios tipos.
Essas particulas podem permanecer como unidades individuais, mas na maioria dos casos a
agregacao ocorre para formar estruturas tridimensionais, chamadas de "géis" (KRALOVA,
SJ6BLOM, 2009).

Estas estruturas podem se agregar a partir da associagdo dos polimeros utilizados e /ou
pelo surfactante adicionado no meio sendo que interagdo entre os componentes destes

sistemas se deve as forcas de atracdo e repulsdo, atraves de cargas elétricas, possibilitando que



46

polimeros, surfactantes e o composto de interesse passem a ter afinidade quimica facilitando
sua ligacdo (KRALOVA; SJ6BLOM, 2009; TADROS, 2005).

Existe uma ampla variedade de surfactantes disponiveis, no entanto, os ésteres de
acidos graxos de sorbitano, conhecidos também como Spans e seus derivados etoxilados,
conhecidos como Tweens sdo, talvez, os surfactantes ndo-ibnicos mais utilizados uma vez que
sdo aprovados como aditivos alimentares sendo também utilizados em cosméticos e farmacos
(TADROS, 2005).

As suspensdes estabilizadas por meio deste método sdo aplicadas de diferentes
maneiras sendo a microencapsulacdo uma alternativa para promover a prote¢do de compostos
volateis, termosensiveis, como perfumes, aromas, fitocompostos, com aplicacdo em

alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (TUCKER et al., 2012).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 MATERIAL

No desenvolvimento deste trabalho foi utilizada a levedura Phaffia rhodozyma
NRRL-Y 17268, oriunda do Laboratorio de Pesquisa da Regido Norte (Peoria, Estados
Unidos da América — USA) e certificada como GRAS, solventes organicos como acetona e
hexano (Synth), goma xantana oriunda da bactéria Xanthomonas campestris adquirida da
Sigma-Aldrich, mini spray dryer LM MSD 0.5 (LabMaq) e demais vidrarias e utensilios de

rotina em laboratérios.

4.2 METODOS
4.2.1 Caracterizacao da suspensdo de goma xantana
4.2.1.1 Densidade

A determinacédo da densidade foi realizada mediante a utilizacdo de um picnémetro de
25 mL. Inicialmente pesou-se o picnémetro vazio, em seguida pesou-se 0 picnémetro com
agua destilada e, por fim, com a amostra que se deseja saber a densidade.

O valor da densidade foi calculado conforme a Equacéo 1.

p=1 (1)

M2

Onde, p € densidade, M; é a diferenca entre a massa do picndmetro com agua —

picndmetro vazio e M; ¢ a diferenca entre o picndmetro com a amostra — picndmetro vazio.

4.2.1.2 Viscosidade

A viscosidade das suspensdes de goma xantana foi analisada pela determinacdo de
curva de fluxos de cisalhamento estacionario, utilizando um cone/placa DV-I11 Ultra re6metro
digital rotacional (BROOKFIELD, versdo cone e placa. Estados Unidos), acoplado a um
banho-maria a 25°C. As medidas foram tomadas a cada 15 segundos e taxa de cisalhamento
variou de 5 a 100 s?, as determinacdes foram feitas em triplicata e as médias obtidas foram
ajustados a modelos empiricos, por meio de analise de regressdo linear utilizando software
Statistica 5.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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Analise reoldgica

O comportamento reolégico das amostras foi avaliado mediante a utilizacdo do
modelo matematico de Ostwald-de-Waele (Lei da Poténcia) (OLIVEIRA; AMARAL;
BURKERT, 2018). Neste modelo é demonstrado uma relacdo entre a taxa de deformacgéo e a
taxa de cisalnamento. Para se obter o comportamento das suspensdes de goma xantana, foi
realizado o ajuste do modelo de Ostwald-de-Waele (Equacgédo 2) aos dados experimentais a
apartir da regressao linear usando o software Statistica 5.0 (StatSoft Inc, EUA). Plotou-se Ln
da taxa de deformacdo x Ln da tenséo de cisalhamento, obtendo-se os valores de K (indice de
consisténcia) e n (indice do comportamento do fluxo), podendo-se, entdo, demonstrar o0 ajuste
do modelo aos dados experimentais.

T=K.y" (2)

Onde, T = tensdo de cisalhamento (mPa.s); y = taxa de deformagcéo (s*); K = indice de

consisténcia (mPa.s") e 7 = indice do comportamento do fluxo (adimensional).

4.2.1.3 Morfologia

A morfologia das suspensdes foi determinada segundo Lehn (2018), com adaptacdes,
sendo realizada a visualizacdo da suspensdo através de microscopio Otico (Zeiss, Axio
Scope.Al, Alemanha) com aumento de 50x, apos diluicdo com &gua destilada na proporcéo
1:1.

4.2.1.4 Potencial Zeta

A carga das goticulas (potencial zeta) das suspensdes foi medida preparando-se,
primeiramente, as suspensdes de goma xantana nas suas diferentes concentracées 0,5, 0,75 e
1% sendo estas misturadas e homogeinizadas com a utilizacdo de um Ultra-Turrax® T25,
IKA, Alemanha a 15.000 rpm. Apo6s, 0,1 mL das suspens@es foram rediluidas em balGes de 10
mL e analisadas utilizando a dispersdo de luz dinamica (Litesizer TM 500, Anton Paar,
Austria).

4.3 PROCESSO DE ATOMIZACAO DA SUSPENSAO DE GOMA XANTANA

O estudo das condigdes de atomizacdo da suspensdo de goma xantana foi realizado

utilizando um delineamento composto central (DCC) 23 (8 ensaios + 3 pontos centrais) a fim
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de investigar a influéncia das variaveis do processo de secagem como temperatura do ar de
entrada (110, 120 e 130°C), vazdo de alimentagdo (0,15, 0,20 e 0,25 L h) e concentragéo da
suspensdo de goma xantana (0,5, 0,75 e 1 %) no rendimento do processo foi investigado.

4.3.1 Rendimento do processo de encapsulagéo

O rendimento do processo de atomizacdo da suspensdo de goma xantana foi calculado
de acordo com Aliakbarian et al., (2018) através da equacdo 3 sendo calculado com base na

massa dos solidos iniciais e finais, seguido de sua conversdo em percentual.

DW

XG

YM = x 100 (3)

Onde, YM € o rendimento de encapsulacdo, DWwm (g) € o total de particulas secas
recuperadas e Wxg (g) é a massa de goma xantana utilizada.

4.4 PRODUCAO DE CAROTENOIDES
4.4.1 Microrganismo e preparo do inéculo

Neste estudo foi utilizada a levedura Phaffia rhodozyma NRRL-Y 17268, oriunda do
Laboratorio de Pesquisa da Regido Norte (Peoria, Estados Unidos da América — USA) e
certificada como GRAS. O micro-organismo foi mantido em agar inclinado em meio extrato
de malte e levedura (YM) contendo em (g L?): 3 de extrato de levedura, 3 de extrato de
malte, 5 de peptona, 10 de glicose e adicionados de 0,2 de nitrato de potassio (KNO3) a 4°C
(PARAJO et al., 1998). A reativacdo foi feita a partir de culturas estoque onde serdo
realizados repiques para tubos de ensaio com 0 mesmo meio descrito anteriormente e
incubados por 48 h a 25°C. ApoOs este periodo, foi feita uma ressuspensdo celular em
1 mL de agua peptonada 0,1% e adicionada em 9 mL de meio YM, sendo estes incubados nas
mesmas condi¢Oes descritas.

A producéo do inoculo utilizado como fonte de pigmentos foi desenvolvida em frasco
erlenmeyer de 500 mL, contendo 90 mL de caldo YM, e adicionado de 10 mL de cultivo
oriundo da reativacdo, sendo incubados a 25°C, 150 rpm por 48 h ou 0 tempo necessario para
atingir concentragdo celular de 1x108 cél mL™, contadas em de cAmara de Neubauer (RIOS et
al., 2015).
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4.4.2 Cultivo microbiano

A producéo de carotenoides a partir da levedura Phaffia rhodozyma foi realizada em
erlenmeyer de 500 mL com 153 mL de meio de producdo YM a pH inicial de 6,0, 10% de
indculo 1x108 cél mL?, a 25°C, 180 rpm por 168 h (RIOS et al., 2015). As biomassas obtidas
foram secas em estufa a 35°C por 48 h sem a utilizacdo de vacuo, apds, foram maceradas em
moinho de bolas com camara fechada (MARCONI, MA350), sendo adicionado nitrogénio na
camara e as particulas foram padronizados em peneira de Tyler 115, onde o tamanho de cada
fracdo passante corresponde a <125 um (CIPOLLATI, 2012).

4.4.3 Extracao e recuperacao dos carotenoides

A fim de promover a ruptura celular foram aplicadas ondas ultrassénicas, utilizando
0,1 g de biomassa seca 48 h a 35°C, adicionando-se 6 mL de acetona facilitando a extragao
dos carotenoides (NOGUEIRA; PRESTES; BURKERT, 2016), sendo aplicado 4 ciclos
ultrassonicos de 40 kilohertz (kHz) por 10 min e a agua do banho sendo trocada a cada ciclo,
segundo o método adaptado de Medeiros et al. (2008). Cada amostra foi centrifugada a
1745 xg por 10 min, o solvente utilizado foi retirado, acondicionado em béquer protegido da
luz e adicionou-se 6 mL de acetona repetindo 0 processo de ruptura, totalizando 12 mL de
acetona para cada 0,1 g de biomassa. Apos centrifugacdo e obtencdo das fases solventes
foram adicionados 10 mL de solucdo de cloreto de sddio (NaCl) 20% (m/v) e 10 mL de
hexano. Assim, houve a separacdo de fases por meio de agitacdo e o excesso de agua foi
retirado com sulfato de sddio (Na.SOs), obtendo-se 0s extratos carotenogénicos (BONFIM,
1999).

A determinacdo da concentracdo de carotenoides totais nos extratos foi realizada em
espectrofotometro (BIOSPECTRO SP-220) a 474 nm e os valores da quantificacdo obtidos
pela Equacdo 4, utilizando o coeficiente de absortividade especifica para astaxantina em
hexano (2100) (RODRIGUEZ-AMAYA, 2001).

Onde : CT = concentragdo de carotenoides totais (1g.g?); A = absorvancia; V = volume (mL);
1%
mamostra = massa celular seca (g); ™ =absortividade especifica.
A=V = 10°

= 1% -
AL:‘m #100 # Mamaostra

cT

(4)
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4.5 ENCAPSULACAO DA SUSPENSAO DE GOMA XANTANA COM CAROTENOIDES

O método de atomizacdo foi utilizado para obter a encapsulacdo dos extratos
carotenogénicos sendo o revestimendo de parede promovido pela goma xantana, com
adaptacGes na metodologia proposta por Rascén et al. (2011). As microparticulas foram
elaboradas realizando a retroevaporagdo dos solventes presentes nos extratos carotenogénicos
a 35°C. Na sequéncia, a goma xantana foi dissolvida em solugdo aquosa (1% m/v) sendo
homogeneizada de acordo com Fadini et al. (2018) a 15.000 rpm por 10 minutos utilizando
um Ultra-Turrax® T25, IKA, Alemanha, misturada com o produto da rotaevaporacao
(100 pg/g de carotenoides) e submetidos a secagem por atomizagdo em mini spray dryer LM
MSD 0.5. Foram realizados trés ensaios em triplicata sendo eles o ensaio 5 (C110), ensaio 6
(C130) e ensaio 6 com adicdo de 2 % v/v de tween 80 (C130+T) conforme mostra a
(Tabela 3). A desumidificacdo do ar de secagem foi realizado mediante a utilizacdo de ar
condicionado na fungdo “dry-desumidificator” com medicdo das temperaturas de bulbo seco e
Umido do ar de secagem através de um pscicrometro sendo determinado a umidade absoluta

(g agua/kg ar) do ar de secagem através do software GRAPSI® 5.1.

Tabela 3 — Comparacdo entre ensaios para encapsulacdo da suspensdo de goma
xantana com carotenoides.

Ensaio X1 X2 X3
5 110 0,15 1,00
6 130 0,15 1,00
6™ 130 0,15 1,00

X1 = Temperatura ar de entrada (°C); X2 = Vazéo de alimentagdo (L h); X3 = Concentracdo da suspensdo de
goma xantana (%) (m/v); 6* = Ensaio realizado com adic¢do de 2% (m/v) de Tween 80

4.5.1 Rendimento do processo de encapsulacdo da suspensdo de goma Xantana com
carotenoides

O rendimento do processo de encasulacdo foi calculado de acordo com Aliakbarian et
al., (2018) pela Equacdo 5. O rendimento do processo de encapsulacdo sera calculado com

base na massa dos solidos iniciais e finais, seguido de sua conversao em percentual.

YM=—2"M__ 100 (5)
DWEg+ Wxg
Onde, YM é o rendimento de encapsulacdo, DWwm (g) é o total de microparticulas
secas recuperadas, DWEe (g) é a massa de carotenoides adicionados e Wxg (g) € a massa de

goma xantana utilizada (PAINI et al., 2015.)
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4.5.2 Eficiéncia de encapsulacéo

A determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo (%EE) foi realizada pelo método
descrito por Sutter et al. (2007), com adaptacOes. Para a quantificacdo dos carotenoides
presentes dentro e fora das microcdpsulas este método se baseia no fato de que 0s
carotenoides sdo compostos lipofilicos soliveis em hexano e o material de parede soltvel em
agua e insoltvel em hexano.

A quantificacdo dos carotenoides presentes na superficie das microparticulas foi
realizada utilizando 0,1 g de amostra e 5 mL de hexano misturados e agitados em vortex por
1 min, seguidos de centrifugagdo a 3420 x g por 10 min, sendo recolhido o sobrenadante e
levado ao espectrofotdmetro para determinacdo da concentracdo de carotenoides a 474 nm.

O precipitado, microcapsulas com o carotenoide encapsulado, obtido durante a
centrifugacao foi determinado mediante sua dispersdao em 10 mL de Phosphate-bufferid saline
(PBS) com pH 7,2 sendo realizada agitagdo em vortex durante 2 min, a fim de dissolver o
material de parede e liberar o carotenoide presente. Apos, foram adicionados 5 mL de hexano,
agitou-se em vortex por 2 min. e centrifugou-se a 3420 x g por 10 min retirando-se o
sobrenadante e realizando-se a determinacdo em espectrofotdmetro a 474 nm para
quantificacdo dos carotenoides presente dentro da capsula. Os resultados foram expressos em

percentual de carotenoides encapsulados por meio da equacao 6.

Total de carotenoides — Carotenoides da superficie

0 =
% EE Total de caroteonides x 100

(6)

O teor de carotenoides mantidos ao final do processo foi calculado a partir da leitura
espectrofotométrica inicial dos extratos carotenogénicos antes da encapsulacdo, sendo fixada

a entrada de 100 (pg/g), comparada com o total de carotenoides apds a encapsulagéo.

4.6 CARACTERIZACAO DAS CAPSULAS COM CAROTENOIDES

4.6.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR foram obtidos com o uso de aparelho Shimadzu, modelo
IRPrestige-21. As amostras foram preparadas na forma de pastilhas com KBr e a varredura
realizada na faixa de 400 a 4000 cm™. A resolucdo dos espectros foi padronizada em 4 cm™ e

a leitura foi de 64 scans.
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4.6.2 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

A fim de confirmar a encapsulagdo foi realizado a analise de calorimetria diferencial
de varredura (DSC) de acordo com Rutz (2013) utilizando 10 mg de cada amostra, aquecidas
em recipiente de aluminio, utilizando taxa de 10°C min entre 25 e 280°C, com fluxo de
nitrogénio de 40 mL min, sendo avaliado nas amostras encapsuladas o aparecimento ou ndo

de extrato livre.

4.6.3 Teor de umidade das capsulas obtidas

A determinacdo de umidade foi realizada segundo Instituto Adolfo Lutz (2008), com
adaptacOes, sendo pesado 0,2 g da amostra em capsula previamente tarada, colocada em
estufa a 105 °C por 3 horas. Na sequéncia, resfriou-se em dessecador até tempatura ambiente
e pesou-se. Esta operacado foi repetida até peso constante.

O percentual de umidade da amostra foi calculado mediante o uso da Equagdo 7.

100 x N,

% Umidade = T? (7

Onde, N € o nimero de gramas de umidade (perda de massa em g) e P € o numero de

gramas da amostra.

4.7 AVALIACAO DA COR

As amostras encapsuladas foram avaliadas quanto ao angulo Hue e Croma, Equacéao 8
e 9, respectivamente, por meio de um colorimetro Minolta (CR 300, Minolta, EUA) pela
leitura dos parametros L, a* e b*, proposto pela Comissdo Internacionale I’Eclairage (CIE),

descrito por Silva et al. (2016b).

(8)

(= ‘f(ﬂ )1 +fb ]’ ©)



54

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada, quando necessario, para avaliar as
diferencas entre as médias sendo estas comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia.
Para comparacdo entre dois tratamentos foi utilizado o teste t (p<0,05). As superficies de
resposta ou contorno foram construidas de acordo com Rodrigues; lemma, 2014. Todos 0s
dados foram tratados com auxilio de Statistica 5.0 (Statsoft).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO PARCIAL DA SUSPENSAO DE GOMA XANTANA.
5.1.1 Densidade

A densidade das suspensdes de goma xantana 0,5, 0,75 e 1% (m/v) estdo apresentados
na (Tabela 4).

Tabela 4 — Resultados de densidade das suspensdes de goma xantana.

Suspensdes de goma xantana % (goma

Densidade (g/cm?3)
xantana:agua)
0,50 1,002
0,75 1,003
1,00 1,004

Os valores obtidos para as diferentes suspensdes de goma xantana formuladas esta de
acordo com Martinez-Padilla et al., (2015) que avaliou os efeitos reoldgicos da goma xantana
nas propriedades espumantes do concentrado proteico de soro de leite e observaram que a

suspensdo 0,15% (m/v) apresentou densidade proxima da dgua que é de 1 g cmd.
5.1.2 Viscosidade

A viscosidade é a propriedade reoldgica que mede a resisténcia de um material em
fluir. Ela ocorre quando uma camada de fluido move-se em relacdo a outra camada. Assim, a
medida que aumenta a viscosidade de um fluido aumentam as forcas de atrito e € necessario
mais energia para que haja o deslocamento (BRETAS et al., 2005).

A Figura 12 apresenta o comportamento da viscosidade aparente (cP) em funcdo da taxa
de cisalhamento (s) para as suspensdes de goma xantana 0,5, 0,75 e 1% (m/v) produzidas. E
possivel notar que todas as solugdes apresentaram um comportamento ndo-newtoniando
(pseudoplastico), no qual a viscosidade diminui com o aumento da taxa de cisalhamento.
Comportamento este reportado por Assis et al., (2014) onde as suspensfes de goma xantana
sdo consideradas como fluidos com comportamento tipicamente pseudoplastico.

De acordo com a figura 12 a suspensdo de goma xantana 1% m/v apresentou a maior
viscosidade seguido da suspensdo de 0,75% e 0,5%. A viscosidade da suspensdo de goma
xantana 1% (2.121 mPa.s) é cerca de 2 vezes maior que a suspensao 0,75% (1.331 mPa.s) e
cerca de 4 vezes maior entre a suspensbes de 0,5% (542 mPa.s), para uma taxa de

cisalhnamento de 7 s™.
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Figura 12 - Variagdo da viscosidade versus taxa de cisalnamento das solugOes de
goma xantana 0,5, 0,75 e 1% (m/v).
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O aumento da concentracdo de solidos na suspensdo aumentam a forca e a densidade
das ligacGes de hidrogénio devido a uma menor distancia entre as particulas das moléculas e,
com isso, segundo Garcia-ochoa et al., (2000), a viscosidade das suspensdes de goma xantana
aumentam com a elevacao da concentracdo do polimero fazendo com que suspensdes mais
densas sejam as mais viscosas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Martinez-Padilla et al., (2015) ao avaliar o
efeito da reologia da goma xantana nas propriedades espumantes do concentrado proteico de
soro de leite produziram suspensdo de goma xantana 0,15% (m/v) e observaram
comportamento ndo-newtoniado para a suspensao bem como valores proximos a 1.000 mPa.s
em uma taxa de cisalhamento de 1 s™.

Dabestani; Yeganehzad, (2019) realizaram o estudo do efeito da goma persa e da
goma xantana nas propriedades de formacdo de espuma e estabilidade da espuma de clara de
ovo fresca pasteurizada e, para isso, fizeram uma suspensdo de goma xantana 1% (m/v) onde
verificaram uma viscosidade de 1.200 mPa.s com a taxa de cisalhamento em 60 s™.

A viscosidade da goma xantana é influenciada por varios fatores, como pH,
temperatura, sais, peso molecular e concentracio (ERTEN et al., 2014; GARCIA-OCHOA et
al., 2000).
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O modelo de Ostwald-de-Waele (Lei da poténcia) vem sendo bastante utilizado para
descrever o comportamento reolégico de fluidos pseudoplasticos como as suspensdes de
goma xantana nos mais diversos estudos (CAl, et al., 2018; DEMIRCI, et al., 2019; WANG,
et al., 2017). Os coeficientes deste modelo para as suspensdes de goma xantana analisadas séo
apresentados na (Tabela 5). O coeficiente de consisténcia ‘K’ descreve o intervalo geral de

viscosidades em toda a parte modelada da curva de fluxo.

Tabela 5 — Pardmetros reol6gicos obtidos pela analises das suspensfes de goma
xantana 0,5, 0,75 e 1 % (m/v), pela aplicagdo do modelo da Lei da Poténcia (Modelo de
Ostwald-de-Waele).

. indice de indice do Coeficiente

Suspensdes de Goma o .
consisténcia comportamento de regressdo

xantana (%6)
K (mPa.s") de fluxo (n) (R?)

0,5 23,70£6,94 0,25+0,03 0,94+0,05

0,75 69,60+£27,41 0,16+0,07 0,98+0,00

1 117,09+11,84 0,10+0,02 0,99+0,00

Ao analisar a Tabela 3 é possivel observar que o valor do parametro n foi diminuindo
conforme o aumento da concentracdo de solidos presentes na suspensao, sendo, para todas as
suspensdes de goma xantana encontrados valores de n menores que a unidade demonstrando
comportamento pseudoplastico.

O parametro n pode assumir valores menores, igual ou maiores que a unidade. Quando
o valor de n é igual a unidade, o0 modelo da lei da poténcia é similar ao modelo Newtoniano,
portanto o valor de K é o valor da viscosidade do fluido. Para fluidos pseudoplasticos, n é
menor que a unidade, e quanto menor o seu valor, mais expressivo € seu comportamento
pseudoplastico (MOSER, 2012).

Os valores encontrados para o parametro n estdo de acordo com Adorno (1997), onde
estudou a reologia de sucos de frutas tropicais: manga, maracuja, mamad e goiaba e relata que
o valor de n decresce com o0 aumento do contetdo de s6lidos presentes e é pouco afetado pela
temperatura.

Wang et al., (2017), ao realizarem a caracterizacdo de goma xantana produzida a partir
de uma cepa mutante Xanthomonas campestris CCTCC M2015714 utilizando glicerol
produziram suspensfes 1% (m/v) com a goma xantana produzida pela cepa mutante e com
uma goma xantana comercial obtendo um indice de conscisténcia (K) de 1,7958 e 21, 0848,
respectivamente demonstrando que a viscosidade da goma xantana obtida pela cepa mutante é

menor gque a da goma comercial utilizada. O valor do indice do comportamento do fluxo (n)
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obtido pelos mesmos autores foi de 0,235 para a goma xantana produzida pela cepa mutante
indicando um comportamento pseudoplastico.

Cai et al., (2018) avaliaram o efeito de misturas de goma xantana com proteina de noz
quanto a adsorcdo interfacial e propriedades da emulsdo produzindo suspensfes de goma xantana
de 0,00, 0,05, 0,10, 0,15, 0,20, 0,25 e 0,30 (m/m) obtendo valores de K de 0,001, 0,009, 0,032,
0,108, 0,695 (Pa.s) e n de 0,918, 0,826, 0,707, 0,585 e 0,435 demonstrando assim, um
comportamento pseudoplastico em todas as suspens@es bem como o aumento da viscosidade com

0 aumento da concentragao de solidos.

5.1.3 Morfologia da suspensédo

As suspensdes sdo sistemas heterogéneos em que uma fase interna ou fase dispersa,
composta pelas particulas insoliveis estd finamente distribuida na fase externa, também
chamada de fase continua ou meio dispersante, que é geralmente um liquido ou semissolido
sob a forma de gotas de tamanho microscépico ou coloidal (MARTIN, 2006; SALAGER,
1999; ROSA, 2003), devendo ser agitadas antes do uso uma vez que a fase dispersa tende a
sedimentar (ALLEN JR.; POPOVICH; ANSEL, 2013).

As imagens de microscépio em escala de 0,5 pum das suspensdes de goma xantana com
0,5, 0,75 e 1% (m/v) produzidas sdo mostradas na Figura 13 (a,b e c), sendo observados o
didametro médio de suas particulas de 0,08+0,00, 0,11+0,00 e 0,22+0,03 um, respectivamente.
O aumento da concentracdo de solidos promoveu o aumento gradativo do didametro das
particulas formadas.

Suspensbes com particulas de tamanho entre 0,5 a 10 um séo conhecidas como
suspensdes finas e, pelo seu tamanho produzem suspensdes mais estaveis evitando a
separacOes das fases (DONALD, 2013). Comportamento também reportado por Roland et al.,
(2003). Assim, de acordo com o diametro das particulas, todas as suspensfes produzidas se

mostram estaveis e passiveis de aplicacdo no processo de atomizacéo.

5.1.4 Potencial Zeta

O potencial Zeta apresenta a magnitude da repulsdo ou da atracdo eletrostatica ou das
cargas entre particulas em dispersdes coloidais sendo um dos parametros fundamentais para
avaliacdo da estabilidade. O potencial Zeta das suspensdes de goma xantana com 0,5, 0,75 e

1% (m/v) estédo apresentados na (Tabela 6).
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Figura 13 — Imagens microscopicas das suspensdes de goma xantana 0,5 (a), 0,75 (b)
e 1% (c) (m/v) com dilui¢do 1:2 e aumento de 50x.

Tabela 6 — Resultados da caracterizacdo das dispersdes de goma xantana.

Suspensfes de goma xantana % (goma .
] Potencial Zeta (mV)*
Xantana:agua)

05 -66,740,2
0,75 -67,840,1
1 -70,520,2

* médiatdesvio padrdo (n=3).

A goma xantana possui carater aniénico marcante devido a presenga dos acidos D-
glicurdnicos, piruvico e grupamentos acetila em sua estrutura molecular (ATKINS, 2001;
LEE, 1980; OHLWEILER, 1982; RUSSEL, 1994). Segundo Ortega et al. (1997), entre os

fatores que influenciam na reologia do sistema estdo a concentragdo de solidos, temperatura,
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tipos de interacdo entre as particulas, concentracdo das moléculas dispersantes, massa molar e
conformagéo espacial.

Portanto, os valores encontrados nos ensaios de potencial Zeta para as diferentes
concentragdes das dispersdes de goma xantana sdo coerentes tendo em vista que o aumento da
concentracdo de solidos promoveu o aumento da carga negativa. Estes resultados estdo de
acordo com o estudo realizado por Dabestani; Yeganehzad, (2019) onde avaliaram o efeito da
goma persa e goma xantana nas propriedades de formacdo de espuma e na estabilidade da
espuma de clara de ovo fresco pasteurizado obtendo valores entre -55 e -65 mV para a
suspensdo de goma xantana 1% (m/v) rediluida em 0,01% e pH ajustado em 9.

5.2 MAXIMIZACAO DO RENDIMENTO DO PROCESSO DE ATOMIZACAO COM
GOMA XANTANA E AVALIACAO DA UMIDADE

A Tabela 7 apresenta o Delineamento Composto Central (DCC) 23 (8 ensaios + 3
pontos centrais) com a suspensdo de goma xantana, a fim de investigar a influéncia das
variaveis do processo de secagem temperatura do ar de entrada, vazdo de alimentacdo e
concentracdo da suspensdo de goma xantana, na resposta rendimento do processo de
atomizacdo. Com esta, € possivel verificar que o rendimento variou de 26 % (ensaio 4) a 49 %
(ensaio 6). A umidade do po6 obtido variou entre 8,2 % (ensaio 2) a 2,4 % (ensaio 6) com
variacao da umidade absoluta entre 8,7 g/kg (ensaio 11) a 4,67 g/kg (ensaio 8).

O teor de umidade depende das propriedades fisicas e quimicas do material de parede,
do material do nucleo, do método de encapsulamento e das condi¢bes de processo utilizadas
(CAI; CORKE, 2000).

Ao observar os resultados da umidade das microcapsulas fica evidente a relacdo das
condicdes de processo e da umidade do ar de secagem no rendimento. As microcapsulas do
ensaio que apresentou maior rendimento (ensaio 6) apresentaram a menor umidade (2,4%), ao
mesmo tempo, que a maior umidade das microcapsulas foi observado no ensaio 2 (8,2%),
onde foi obtido um dos menores rendimentos de processo.

Para que uma microcapsula possa ser utilizada em aplicacdes alimentares esta deve
possuir no maximo 4% de umidade final minimizando assim os riscos de contaminacdo por
microorganismos e reacdes de degradacdo (EDRIS, et al., 2016).

O valor obtido no ensaio 6, esta de acordo com os resultados obtidos por (Chew; Tan;
Nyam, 2018) e (Paini et al., 2015) que realizou a microencapsulacdo de 6leo refinado de

semente de kenaf (Hibiscus cannabinus L.) por spray drying utilizando B-ciclodextrina, goma
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arébica e caseinato de sodio como material de parede obtendo microcapsulas com umidade
final entre 2,7 e 3,9% utilizando 160°C de temperatura do ar de entrada e a microencapsulagao
de compostos fenolicos oriundos do bagago de azeitona utilizando duas temperaturas de ar de
entrada (130 e 160°C), vazdo de alimentagdo (5 e 10 mL min?) e concentracdes de
maltodextrina (100 e 500 g/L) como material de parede obtendo umidade final nas suas
microcépsulas entre 2,1 e 7%, respectivamente.

Paini et al., (2015) realizaram a microencapsulacdo de compostos fendlicos oriundos
do bagaco de azeitona utilizando duas temperaturas de ar de entrada (130 e 160°C), vazdo de
alimentacdo (5 e 10 mL min?) e concentraces de maltodextrina (100 e 500 g/L) como
material de parede obtendo umidade final nas suas microcapsulas entre 2,1 e 7%.

Com estes resultados foi possivel observar que 0s ensaios que apresentaram a menor
umidade do ar de entrada produziram o p6 com menor umidade ao final do processo bem
como os maiores rendimentos.

Tabela 7 — Delineamento Composto Central 23 (valores reais) para maximizacao do
rendimento.

Ensaio X1 X2 X3 UA RI  RP1 DR1 UFC
1 1(110) -1(0,15) -1 (0,50) 5.4 35 3752 7,20 7.8
2 +1(130) -1(015)  -1(0,50) 8,4 28 31,02 -1489 8.2
3 -1(110)  +1(0,25)  -1(0,50) 5,4 29 30,02  -3,52 75
4 +1(130) +1(0,25)  -1(0,50) 73 27 2352 9,54 7.9
5 -1(110)  -1(015)  +1(1,00) 78 41 4052 1,17 4,1
6 +1(130) -1(015)  +1(1,00) 53 49 47,02 4,04 2,4
7 -1(110)  +1(0,25)  +1(1,00) 73 29 3302 -138 5,6
8 +1(130) +1(0,25)  +1(1,00) 47 38 3952  -4,00 47
9 0(120)  0(0,20) 0 (0,75) 8,5 36 3527 2,03 7.4
10 0(120)  0(0,20) 0 (0,75) 8,6 37 3527 468 7.6
11 0(120)  0(0,20) 0 (0,75) 87 39 3527 9,56 7.9

X1 = Temperatura ar de entrada (°C); X2 = Vazdo de alimentagdo (L h); X3 = Concentracdo da suspensdo de
goma xantana (%) (m/v); UA = Umidade absoluta (g/kg); R1 = Rendimento (%); RP1 = Rendimento predito;
DR1 = Desvio relativo do rendimento; UFC (%) = Umidade do p6 obtido.

5.2.1. Verificacdo de modelo empirico parao DCC

Em funcdo das varidveis temperatura do ar de entrada, vazdo de alimentacdo da
suspensdo de goma xantana e concentracdo da suspensdo da goma xantana foi obtido um

modelo de primeira ordem em relag&o ao rendimento do processo de atomizagao.
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Para a verificacdo do modelo foram calculados os efeitos, desvio padréo e limites de
confianga, apresentados no Apéndice 1. Os coeficientes de regressdo, bem como analise de
variancia (ANOVA), estdo apresentando nas Tabelas 8 e 9, respectivamente.

Ao analisar a tabela 8 para a resposta rendimento do processo percebe-se que 0S
coeficientes vazdo de alimentacdo (L), concentracdo da suspensdo de goma xantana (L) e a
interacdo temperatura do ar de entrada (L) x concentracdo da suspensdo de goma xantana (L)
foram significativos (p<0,05). Os termos ndo significativos foram adicionados a falta de

ajuste para o célculo da Andlise de Variancia (ANOVA), como mostra a tabela 9.

Tabela 8 - Coeficiente de regressdo (CR), erro padrao (EP) e nivel de significancia
para a resposta rendimento do processo.

Rendimento do Processo (%)

CR EP 1(4) P

Média* 35,27 0,74 47,57 <0,01

T (L) 1,00 0,86 1,15 0,31

V (L)* -3,75 0,86 -4,31 0,01

C (L)* 475 0,86 5,46 <0,01
T(L)xV (L) 0,75 0,86 0,86 0,43
T (L)x C (L)* 3,25 0,86 373 0,02
V (L) x C (L) -2,00 0,86 -2,30 0,08

* (p<0,05); T: temperatura do ar de entrada; V: Vazio de alimentacdo; C: Concentragdo da suspensdo de goma

xantana.

O coeficiente de correlacdo (R) para a variavel rendimento de processo foi de 0,92 e
com isso pode-se dizer que o modelo se ajusta aos dados experimentais. A razdo
Featculado/ Frabelado fOI de 2,94. Portanto, pode-se concluir que o modelo se ajusta bem aos dados
experimentais.

Dessa forma, foi possivel construir a equacdo do modelo com as variaveis codificadas
que representam o rendimento em funcdo das variaveis temperatura do ar de entrada, vazao de

alimentacdo e concentracdo da suspensdo de goma xantana, mostrada na Equacao 10.

Rendimento (%) = 35,27 — 3,75.V + 4,75.C + 3,25.T.C (10)

Onde: V: vazédo de alimentacdo, C: concentracdo da suspensdo de goma xantana e T:

temperatura do ar de entrada.
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Tabela 9 - Analise de variancia para o Delineamento Composto Central 23,

Fonte de Graus de Soma Quadrado
. . . o F Calculado F Tabelado
Variagdo Liberdade Quadrética Médio
Regressédo 3 377,50 125,83 12,82 4,35
Residuo 7 68,68 9,81
Total 10 446,18

R'0,92, F3; 7;0,95 = 4,35

Figura 14 — Curva de contorno para rendimento (%) no DCC 23 em fungdo das
variaveis temperatura e concentracdo da suspensdo (a), temperatura e vazdo de alimentacao
(b) e vazdo de alimentagéo e concentracao da suspensao (c).
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Na Figura 14, estdo apresentadas as curvas de contorno geradas a partir dos modelos
preditivos e significativos. O aumento da temperaturas do ar de entrada juntamente com o

aumento das concentracfes de suspensdo de goma xantana resultaram em maiores
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rendimentos de processo (Figura 14 (a)). O aumento da vazdo de alimentacdo do sistema
acarreta em uma diminuicdo do rendimento do processo independente das temperaturas
utilizada visto que a varidvel temperatura isolada ndo possui influéncia significativa no
rendimento do processo (Figura 14 (b)). Analisando o perfil de contorno das varidveis vazdo
de alimentacdo e concentracdo da suspensdo de goma xantana (Figura 14 (c)) é possivel
verificar que ao aumentar a concentragdo da suspensdo de goma Xantana a resposta
rendimento tende a aumentar. De modo inverso, o rendimento diminui quando € utilizado
maiores vazdes de alimentacao.

Estes resultados estdo de acordo com o observado no ensaio 5 (110 °C de temperatura
do ar de entrada; 0,15 L h™* de vazdo de alimentagdo e 1% da suspensdo de goma xantana) e 6
(130 °C de temperatura do ar de entrada; 0,15 L h™ de vazdo de alimentacdo e 1% da
suspensdo de goma xantana), Tabela 5, que alcancaram os maiores rendimentos de processo
de 41 e 49 %, respectivamente.

Os resultados do desvio relativo entre os resultados experimentais e preditos pelo
modelo foram inferiores a 10 %, com um caso que chega a quase -15%. No entanto, na regiao
de interesse 0s erros relavitos obtidos sdo baixos considerando processos que envolvem
microrganismos (RODRIGUES; IEMMA, 2014), conforme mostra a Tabela 5, demonstrando

que a equacdo 10 prevé o comportamento do rendimento do processo.

5.3 ENCAPSULACAO DA SUSPENSAO DE GOMA XANTANA COM CAROTENOIDES

A partir dos resultados obtidos através do planejamento experimental realizado com as
suspensdes de goma xantana foram selecionados os ensaios 5 e 6 (Tabela 5) para a realizagédo
da atomizacdo destas suspensdes de goma xantana com a adi¢do de 100 pg/g de carotenoides.
No entanto, o ensaio 6, por ser aquele que proporcionou o melhor resultado no rendimento do
processo, foi selecionado para receber uma adicédo de 2 % (m/v) de Tween 80 (polisorbato 80)
conforme mostra a Tabela 10.

O encapsulamento € um processo alternativo para aumentar a estabilidade dos
compostos, protegendo-os de condices ambientais adversas. Os resultados obtidos neste
trabalho (Tabela 8), mostraram que ndo houve diferenca significativa para a umidade absoluta
obtida nos ensaios realizados.

O rendimento do processo se manteve préximo ao encontrado no planejamento
experimental mesmo com a adi¢cdo dos carotenoides. O ensaio com adicdo de tween (6*)

obteve 0 maior rendimento do processo alcangando 51%. No entanto, ndo houve diferencga
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significativa entre este e 0 ensaio 6 demonstrando assim que a adigdo do surfactante ndo
promoveu diferengas no resultado do rendimento do processo de atomizagao.
Tabela 10 — Resultados obtidos da atomizacgdo de carotenoides com goma xantana.

Ensaio X1 X2 X3 UA* R1 EE TCM UFC
5 110 0,15 1,00 9,1+0,1* 48+0,3"° 36+1,4° 6,9+0,0° 4,440,1°
6 130 0,15 1,00  9,4+1,2% 49+1,2* 33+0,5° 6,6£0,1° 3,640,1°
6* 130 0,15 1,00 9,2+0,7%4 510,28 70+0,9° 45+3,3% 3,740,1°

X1 = Temperatura ar de entrada (°C); X2 = Vazdo de alimentacdo (L h*); X3 = Concentracéo da suspenséo de
goma xantana (%) (m/v); UA = Umidade absoluta (g/kg); R1 = Rendimento; EE = Eficiéncia de Encapsulacdo
(%); TCM = Teor de carotenoides mantidos pos processo (%); UFC (%) = Umidade final da microcapsula.
médiatdesvio padrdo (n=3), letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05), pelo
Teste Tukey; 6* = Ensaio realizado com adicdo de 2% (m/v) de Tween 80

A reducdo da temperatura do ar de entrada, ensaio 5, ndo promoveu uma diferenca
significativa no rendimento comparado ao ensaio 6 demonstrando assim, que a umidade do ar
de secagem esta diretamente relacionado com o rendimento do processo uma vez que 0 ensaio
5 mesmo utilizando menor temperatura alcancou um rendimento similiar ao ensaio que
utilizou uma maior temperatura de secagem.

A eficiéncia de encapsulagédo esta relacionada com a atracdo das moléculas presentes
no sistema e, como era esperado, o resultado mais promissor foi encontrado no ensaio (6*)
alcancando 70%, mostrando que a adicdo do surfactante favoreceu a interacdo entre o0s
componentes promovendo a protecdo de uma maior quantidade de carotenoides. Este fato,
pode ser comprovado ao analisar o teor de carotenoides mantidos pos processo de
encapsulacdo onde a microcdpsula produzida neste ensaio promoveu uma recuperacdo de
45 % do teor de carotenoides adicionados sendo cerca de 6,8 vezes mais do que os valores
recuperados nos outros ensaios.

A umidade final das microcapsulas obtidas variou entre 3,6% (ensaio 6) a 4,4%
(ensaio 5) sendo estes valores similares aos encontrados nas capsulas produzidas apenas com
as suspensdes de goma xantana. Assim, segundo Edris et al., (2016) apenas as microcapsulas
dos ensaios 6 e 6* estariam aptas para aplicacGes alimentarem uma vez que estas
apresentaram umidade inferior a 4%.

Bonilla-ahumada, = Khandual e  Lugo-Cervantes (2018), realizaram a
microencapsulacdo de biomassa de algas Tetraselmis chuii por spray-drying utilizando como
material de parede maltodextrina:goma arabica (60:40), chitosana 3% e gelatina 2%, com
temperatura do ar de entrada de 110, 130 e 150°C, fluxo de alimentagdo de 2,5 mL min? e

pressdo do ar de 40 bar tendo como recuperacdo de carotenoides (%) pos atomizacdo de 33,
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50,1, 37,4 (M+G 60;40); 60, 68,7 66,1 (CHTN 3%) e 53,9, 53,4 e 53,4 (GLTN 2%) nas
temperaturas de 110, 130 e 150°C, respectivamente. Os mesmos autores obtiveram a umidade
das microcapulas de 4,5 a 9 % (M+G 60;40), 2a5 % (GLTN 2%) e 3a 7,5 % (CHTN 3%).

Rezende, Nogueira e Narain (2018) estudaram a microencapsulacdo de compostos
bioativos obtidos de extratos de polpa de acerola Malpighia emarginata DC por spray drying
utilizando como material de parede uma mistura de goma arabica e maltodextrina em uma
proporcao 1:1 (m/m) com um fluxo de alimentagéo de
0,36 L h, temperatura do ar de entrada de 170°C e pressdo do ar de 3,5 kgf cm? obtendo
eficiéncia de encapsulagdo dos carotenoides em torno de 38 % e a umidade das microcéapsulas
obtidas entre 4,5e 5 %.

Ramakrishnan et al. (2018) ao estudarem o efeito de materiais de parede na eficiéncia
de secagem por spray drying, as propriedades do po e a estabilidade dos compostos bioativos
na microencapsulacdo de suco de tamarillo utilizaram cinco diferentes materiais de parede
sendo eles a maltodextrina, goma ardbica, amido modificado com anidrido succinico, amido
modificado com anidrido n-octenil succinico e maltodextrina resistente (20% m/m de suco)
com a secagem sendo realizada em spray dryer piloto com bico atomizador rotatorio a
15.000 rpm, temperatura do ar de entrada de 150°C e vazédo de ar de 900 mé min e obtiveram
um rendimendo de processo entre 59 e 89%, eficiéncia de encapsulacao entre 84,77 e 94,83%
e umidade das microcapsulas produzidas entre 3,43 e 4,89%.

Nogueira (2017) ao realizar a microencapsulacdo por atomizacdo de extratos
carotenogénicos provenientes da levedura Phaffia rhodozyma utilizando como material de
parede alginato de sodio, proteina de soja e goma xantana, nas proporcdes 1:1 e 1:2
(carotenoides: material de parede), avaliando o rendimento de processo e a eficiéncia de
encapsulacdo obteve rendimentos de 19,9% a 21,4% com eficiéncia de encapsulacdo de
85,7% a 92,4% utilizando goma xantana, na proporcdo 1:1, como material de parede nas
condicdes de operacdo do atomizador de 100°C de temperatura do ar de entrada, 0,15 L h** de

fluxo de alimentacéo e 1,65 m® min,
5.4 CARACTERIZACAO DAS MICROCAPSULAS COM CAROTENOIDES

5.4.1 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

DSC é utilizado para determinar os estados fisicos-quimicos de substancias ativas em
varios complexos, particularmente para detectar mudangas de cristalinidade, pontos de fuséo e

ebulicdo através de mudancas ou eliminagdo de picos endotérmicos e exotérmicos.
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Os termogramas para 0 extrato carotenogénico livre (EC), goma xantana (GX),
microcapsula de carotenoides atomizada a 110°C (C110), microcapsula de carotenoide
atomizada a 130°C (C130) e microcapsula de carotenoide atomizada a 130°C com adi¢do de
2% de Tween 80 (C130 + T) séo apresentados na Figura 15.

Figura 15 — Termogramas de DSC para 0 extrato carotenogénico, goma Xxantanta e
microcapsulas de carotenoides atomizadas nas diferentes condicoes.
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Todas as amostras apresentaram picos endotérmicos na faixa entre 71°C e 118°C
sendo estes valores, segundo Bels¢ak-Cvitanovi¢ et al., (2016) caracteristicos da perda de
agua estando na regido entre 60 e 125°C.

As amostras estudadas ndo apresentaram picos endotérmicos ou exotérmicos na faixa
de temperatura entre 119 °C e 240°C demonstrando que ndo sofreram alteracdes no seu ponto
de fusdo, cristalinidade, polimerizacdo e degradacdo. No entanto, o termograma das amostras
GX, C110, C130 e C130+T apresentam uma leve ondulacdo préximo aos 250°C indicando o
inicio da degradacdo do material (SOUSDALEFF et al., 2013).

Ao analisar os termogramas do EC, C110, C130 e C 130+T fica evidente o
desaparecimento do pico endotérmico encontrado no EC em todas as microcapsulas
produzidas e, segundo Paramera, Konteles e Karathanos (2011), a auséncia de eventos

térmicos do material de ndcleo no perfil térmico das microcapsulas é considerada evidéncia
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de que a encapsulagdo foi realizada. Assim, os resultados obtidos confirmam que os
carotenoides foram encapsulados com sucesso pelo material de parede formando um

complexo de inclusdo.

5.4.2 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A determinacdo do espectro de FTIR permite distinguir as interacbes moleculares
potenciais entre os respectivos constituintes de uma amostra. Os dados obtidos por FTIR
ajudam a elucidar o estudo juntamente com as analises realizadas em parametros de
encapsulamento de compostos bioativos, como a eficiéncia de encapsulagio (BELSCAK-
CVITANOVIC et al., 2016).

As capsulas produzidas nas diferentes condi¢fes de atomizacéo foram analisadas a fim
de investigar 0s grupamentos funcionais presentes na estrutura. A regido estudada
compreendeu as bandas localizadas na janela espectral compreendida entre 400 e 4000

ondas.cm™.

Figura 16 — Espectro de FTIR das microcéapsulas de carotenoides.
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absorcdo observados nos comprimentos de onda de 2898, 2914 e 2918 representam 0
alongamento da ligacdo C-H. Em sequéncia, € possivel notar picos de absorcdo em 1609,

1610 e 1615 caracteristicos do alongamento da ligacdo C=0. As bandas de absorcédo
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acentuadas observadas nos comprimentos de onda de 1028, 1054 e 1052 demonstram a
alongamento da ligacdo C-O e dobramento da ligagcdo C-O-H para as amostras C110, C130 e
C130+T, respectivamente, estando estes resultados de acordo com Kang et al. (2019),
Williams et al. (2006), Banerjee e Chen (2007), Tiwari (2007) e Ursescu, Malutan, e Ciovica
(2009).

Os comprimentos de onda de 612 e 614 para as amostras C130 e C130+T séo
caracteristicos do estiramento da ligacdo CH». Provavelmente a amostra C110 ndo apresentou
este pico de absorcdo tendo como possivel causa a utilizacdo de uma temperatura menor na

encapsulacéo.

5.4.3 Parametros colorimétricos

Os parametros de cor incluindo L, a*, b* Hue e Croma séo apresentados na Tabela 9.
O valor da Luminosidade (L) varia de 0 (preto) a 100 (branco) (LAOKULDILOK; KANHA,
2015). As amostras C130 e C130T (Tabela 11) ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (p>0,05) apresentando os menores valores de L. Da mesma forma, as amostras
C110 e GXP apresentaram 0 mesmo comportamento. Assim € possivel observar que o
aumento da temperatura, juntamente com a reducdo do teor de umidade, (Tabela 8) acarretou
no escurecimento das amostras.

Ao comparar as amostras pela coordenada a*, que varia do verde (-a) ao vermelho
(+a), mostra que a amostra GXA apresentou o maior valor de a* diferindo significativamente
de todas as outras amostras (p<0,05). As amostras C110 e C130T ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05) bem como as amostras C110 e C130.

Analisando a coordenada b*, que varia do azul (-b) ao amarelo (+b),apresenta
diferenca significativa entre a amostra GXA e todas as outras amostras (p<0,05). A amostra
C130T apresentou o maior valor de b* demonstrando que a adicdo de carotenoides promoveu
0 deslocamento da coordenada b* em direcdo ao amarelo. A amostra C130T e C130 foram
estatisticamente iguais (p>0,05) bem como as amostras C130 e C110.

As microcapsulas produzidas com adi¢do de carotenoides apresentaram indice de
cromaticidade (Croma) maior que a encontrada goma xantana atomizada confirmando que a
adicdo dos carotenoides promoveu um aumento na intensidade da cor das amostras. As
amostras C130 e C130T ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) sendo o mesmo
observado para as amostras C110 e C130 enquanto a GXA diferiu estatisticamente de todas as

demais amostras (p>0,05).
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Tabela 11 — Parametros de cor da goma xantana atomizada (GXA) e das
microcapsulas produzidas por atomizacdo com temperatura do ar de entrada de 110 °C
(C110), 130°C (C130) e 130°C + 2% de Tween 80 (C130T).

Amostras L a* b* Hue Croma
GXA 94,6+0,3? 0,2+0,06% 7,110,228 88,4+0,66° 7,110,228
C110 94,0+0,22p -0,2+0,03v¢ 9,0+0,2° 91,1+0,17° 9,0+0,2¢
C130 91,7+0,3¢ -0,2+0,01¢ 9,2+0,1°¢ 91,4+0,08° 9,2+0,06°¢

C130T 92,9+0,6°¢ -0,1+0,05° 9,6+0,1° 90,5+0,32° 9,6+0,14°

GXA = Goma xantana atomizada; C110 = Microcapsulas de carotenoides atomizadas a 110 °C; C130 =
Microcapsulas de carotenoides atomizadas a 130 °C; C130T = Microcapsulas de carotenoides atomizadas 130°C
+ 2 % Tween 80. médiatdesvio padrdo (n=3), letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa
(p<0,05), pelo teste Tukey; Umidade final da capsula de goma xantana (%) = 4,2+0,2.

Em relacdo ao angulo de tonalidade (Hue) é possivel observar que as amostras que
receberam a adicdo de carotenoides apresentaram valores superiores a 90° indicando
coloracdo amarela em direcdo ao verde. A amostra GXA apresentou valores inferiores a 90°
indicando coloracdo amarela em direcdo ao laranja. Estatisticamente as amostras C110, C130
e C130T ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05). A amostra GXA apresentou
diferenca significativa quando comparada com as demais amostras (p<0,05).

Os valores encontrados neste estudo concordam com o observado por Sequetto et al.
(2016) que avaliaram a colorimetria de gomas xantanas comerciais obtendo valores: L entre
87 e 95; a* entre -0,3 e 1,1; b* entre 8,7 e 17,3; Hue entre 86 e 92 e Croma entre 8,7 e 17,4.

Cai et al. (2019) ao avaliarem a melhoria da estabilidade de antocioninas pela
combinacdo de carboximetilamido/goma xantana utilizando a microencapsulacdo realizaram a
avaliacdo colorimétrica das microcapsulas obtidas e do material utilizado obtendo valores de
L, a*, b*, Hue e Croma para a goma xantana de 103,7; 1,1; 14,1; 85,6 e 14,2, respectivamente
estando estes valores proximos aos encontrados neste trabalho.

Nogueira (2017) ao realizar a microencapsulacdo por atomizacdo de carotenoides
produzidas por Phaffia rhodozyma utilizando diferentes agentes encapsulantes observou o0s
parametros L, a* e b* das microcapsulas produzidas com goma xantana nas concentracdes
carotenoide:material de parede (1:1 e 1:2), armazenadas a 25°C na presenta de luz, obtendo
valores similares a este estudo sendo estes: L de 90,15 e 92,94, a* de -0,23 e -0,38 e b* de

5,92 e 5,79 nas respectivas concentragoes.
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6. CONCLUSAO

A maximizagdo do rendimento de encapsulagdo por spray dryer utilizando goma
xantana foi alcangado obtendo um valor de 49% sendo este duas vezes maior que o obtidos
em estudos anteriores sendo as condigdes do processo: temperatura do ar de entrada 130 (°C),
vazdo de alimentagdo de 0,15 L h' e concentracio da suspensdo de goma xantana de
1%.

A eficiéncia de encapsulacdo mais promissora foi obtida com a microcapsula
produzida nas condicBes de temperatura de 130°C, vazdo de alimentagdo de 0,15 L h?,
concentracdo da suspensdo de goma xantana de 1 % e adicdo de 2% (m/m) de Tween 80
alcangando valores de 70 % sendo este duas vezes maior que o obtido nos demais ensaios
demonstrando que a adicdo do surfactante promoveu uma maior interacdo dos componentes
da mistura favorecendo a encapsulagéo.

As caracterizacOes das capsulas demonstraram que os carotenoides adicionados foram
encapsulados com o desaparecimento, nos termogramas das capsulas carotenogénicas
produzidas, do pico endotérmico presente no termograma do extrato carotenogénico.v

As condicdes do processo ndo promoveram ou afetaram as ligacbes quimicas,
verificadas através do FTIR sendo obtida capsulas com umidade inferior a 4% com coloragéo

na regidao do amarelo.
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7 SUGESTAO DE TRABALHOS FUTUROS

Estudar maiores faixas nas variaveis aplicadas e avaliar novas variaveis influentes no
processo;

Aplicar os extratos carotenogénicos encapsulados em matrizes alimentares;

Realizar estudos toxicoldgicos a fim de garantir a seguridade na aplicagdo em alimentos.
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APENDICE 1
Efeito das variaveis sobre a resposta rendimento estudada no DCC.

Efeito e desvio padréo para a variavel rendimento.

Fator Efeito Erro padréo t(4) p

Média 35,30 0,74 47,58 <0,01

Tempe(rﬁt)“ra (M 2,00 1,74 1,15 0,31

Vazdo (V) (L) -7,50 1,74 -4,31 0,01

Rendimento (%) Concentracdo de 9.50 174 5 46 <001
goma (C) (L) ’ ’ ’ ’

TxV (L) 1,50 1,74 0,86 0,44

TxC (L) 6,50 1,74 3,74 0,02

V xC (L) -4,00 1,74 -2,30 0,08




