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RESUMO

As emulsbes 6leo-em-agua (O/A) desidratadas sdo facilmente redispersaveis em agua,
consistindo num processo efetivo para a conservacdo de Oleos e/ou libertacdo de
principios ativos. O seu processo produtivo envolve duas fases: (i) producdo das emulsdes
e (ii) secagem (por exemplo, pela técnica de spray-drying). Neste trabalho produziram-
se emulsBes O/A utilizando agua (A), 6leo de girassol (OG), maltodextrina como material
encapsulante (MD) e dois emulsionantes (Tween 20 e Span 20). Adicionalmente, e tendo
em consideracdo que a incorporacdo de compostos bioativos pode resultar em efeitos
benéficos para a salde, testou-se a adi¢ao de ergosterol, um composto reconhecido pela
sua atividade hipocolesterolémica. O trabalho teve como primeira etapa o estudo
(delineamento experimental), da influéncia do tempo de dispersdo (Td), percentagem de
maltodextrina (MD, calculada relativamente a massa de agua utilizada) e carga em 6leo
(calculada relativamente a massa de MD) no tamanho das goticulas formadas na emulsao
(é desejavel para uma protecdo efetiva do 6leo que a dispersdo O/A seja suficientemente
fina). Apos selecdo da formulacdo base, procedeu-se a secagem, caracterizacdo das
microesferas (microscopia ética, tamanho de particula, FTIR, DSC) e citotoxicidade. O
sistema selecionado (carga em Oleo de 32%) apresentou gotas com didmetro
micrométrico e formato esférico. As emulsbes desidratadas revelaram-se facilmente
redispersaveis em agua. O teor de ergosterol (avaliado por HPLC-UV), conduziu a uma
eficiéncia de encapsulacdo baixa (4,46%). A caracterizacdo do Oleo extraido das
microesferas revelou que este ndo sofreu oxidacéo lipidica, evidenciando a eficacia do
processo de encapsulacdo. Nos testes de incorporacdo em formulacdes de sopa
instantanea ndo se verificaram diferencas na composicao nutricional que possam resultar
em alteracbes da qualidade funcional ou nutricional das mesmas, e ndo se registou
hepatotoxicidade em células humanas ndao tumorais (PLP2, Glso > 5 mg/mL), quando
adicionado o ergosterol. Em sintese, este trabalho contribuiu para o desenvolvimento de

novos produtos alimentares a partir de emulsdes desidratadas incorporando micoesterais.
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ABSTRACT

The oil-in-water (O/W) dehydrated emulsions are readily redispersible in water,
consisting of an effective process for the preservation of oils and/or release of active
principles. Their productive process involves two phases: (i) production of the emulsions
and (ii) drying (for example by the spray-drying technique). In this work, O / W emulsions
were made using water (A), sunflower oil (OG), maltodextrin as encapsulating material
(MD) and two emulsifiers (Tween 20 and Span 20). In addition, and taking into account
that the incorporation of bioactive compounds may result in health benefits, the addition
of ergosterol, a compound recognized for its hypocholesterolemic activity, has been
tested. The study had as the first step the study (experimental design), the influence of the
dispersion time (Td), percentage of maltodextrin (MD, calculated relative to the weight
of used water) and load in oil (calculated relative to MD weight) in the size of the formed
emulsion droplets (it is desirable for an effective oil protection that the O/W dispersion is
sufficiently fine). After selection of the base formulation, the microparticles were dried,
characterized (optical microscopy, particle size, FTIR, DSC) and cytotoxicity. The
selected system (oil load of 32%) presented droplets with micrometric diameter and
spherical shape. The dehydrated emulsions were readily redispersible in water. The
ergosterol content (evaluated by HPLC-UV), led to a low encapsulation efficiency
(4.46%). The characterization of the oil extracted from the microspheres revealed that it
did not undergo lipid oxidation, evidencing the effectiveness of the encapsulation process.
In the incorporation tests for the development of instant soup formulations no differences
in the nutritional composition, imparting changes in the functional or nutritional quality,
were detected, and no hepatotoxicity was observed in human non-tumor cells (PLP2, Glso
> 5 mg/mL), when ergosterol is added. In summary, this work contributed to the
development of new food products from dehydrated emulsions incorporating

mycoesterols.
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Introducdo

1. INTRODUCAO






Motivacao e objetivos

As emulsdes 6leo-em-agua (O/A) desidratadas sé@o produtos que podem ser facilmente
redispersaveis em agua. Consistem num processo efetivo para a conservacdo de 6leos e/ou

libertacdo de principios ativos.

O cogumelo Agaricus bisporus, além de ser o mais cultivado em todo o mundo
também apresenta um elevado valor nutricional, medicinal e propriedades bioativas,
principalmente devido ao ergosterol, esterol maioritario nesta espécie. Desta forma, o
desenvolvimento de um produto enriquecido com um composto que apresente efeitos bioativos
de interesse, como atividade antioxidante, antitumoral, antiflamatoria e hipocolesterolémica,

proporcionaria aos consumidores efeitos benéficos a saude.

Estes produtos podem ser Uteis para a formulacdo de sopas instantaneas. Assim, o
desenvolvimento de alimentos incorporados com 6leo de girassol enriquecido com ergosterol
sobe a forma de dispersdes desidratadas, podera também contribuir para a elaboracdo de

alimentos funcionais de acordo com os requisitos de consumidores e mercados atuais.

Objetivo geral:

Desenvolver uma emulsdo desidratada contendo 6leo de girassol, e testar o seu enriquecimento

com ergosterol, para incorporacao em preparados de sopas instantaneas.

Obijetivos especificos:

e Estudar, utilizando um delineamento experimental, a influéncia do tempo de disperséao
(Td), percentagem de maltodextrina (MD, calculada relativamente a massa de agua
utilizada) e carga em 6leo (calculada relativamente a massa de MD) no tamanho das
goticulas formadas na emulsao;

e Produzir as emulsBes (com e sem ergosterol) e proceder a sua desidratacdo utilizando a

técnica de spray drying;



Caracterizar o processo de microencapsulacdo quanto ao rendimento e eficiéncia de
encapsulacdo e caracterizar as microesferas obtidas quanto ao tamanho de particula,
andlise térmica (DSC), analise quimica/estrutural (FTIR) e citotoxicidade;
Caracterizacdo do 6leo encapsulado quanto a oxidacéo lipidica;

Incorporar as dispersdes desidratadas em formulacGes de sopas instantaneas, realizar
estudos nutricionais e de citotoxicidade dos produtos desenvolvidos;

Avaliacdo das propriedades de redispersdo das dispersdes desidratadas, diretamente, e

quando incorporadas nas formulagOes de sopas instantaneas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. EmulsGes como sistemas de libertacido de compostos bioativos

2.1.1. Técnicas de emulsificacédo

Segundo Karunaratne, Pamunuwa e Ranatunga (2017), uma emulsdo € uma dispersédo
de goticulas de um liquido num segundo liquido imiscivel. As goticulas sdo denominadas de
fase dispersa, enquanto o segundo liquido é a fase continua. Existem dois tipos de emulsdes:
agua em 6leo (A/O) ou 6leo em agua (O/A). Como o nome indica, a agua € a fase dispersa em
emulsBes A/O, enquanto o 6leo é a fase dispersa em emulsGes O/A. Os sistemas de distribuicdo
coloidais, como as emulsdes O/A, sdo sistemas de encapsulacdo adequados para a protecdo de
componentes com caracter lipofilico, facilitando a sua introducdo em matrizes alimentares
hidrofilicas (MCCLEMENTS; L1, 2010).

As emulsdes mdaltiplas possuem uma estrutura mais complexa que as emulsbes
simples. Os tipos mais comuns sdo agua/éleo/dgua (A/O/A) e 6bleo/ agua/dleo (O/A/O)
(BOUYER et al., 2012). Este tipo de emulséo é relativamente complexo e propenso a varias
vias de degradacdo fisica, mas ainda assim, existem algumas vantagens relativamente as
emulsdes simples. Sdo essencialmente importantes quando se pretende proteger e/ou
proporcionar libertacdo controlada de componentes que possuem a mesma natureza da matriz
onde vao ser incorporados ou, numa etapa prévia a encapsulacao, é necessario encapsular o
principio ativo com uma matriz polimérica da mesma natureza. Possuem também excelente
capacidade de libertacdo controlada dos compostos ativos aprisionados, assim como garantem

também a protecdo das espécies encapsuladas da degradacdo (BONNET et al., 2010).

As emulsdes O/A biofuncionais podem ser mantidas por solubilizacdo dos
componentes hidrofébicos na fase 6leo, sendo esta entdo dispersa na fase aquosa na forma de
goticulas por um processo de homogeneizacdo. O tamanho das goticulas é critico para a
estabilidade do sistema e é comumente usado para distinguir as emulsdes convencionais (r>100
nm) das nanoemulsdes (r<100 nm) (AHMED et al., 2012).



As nanoemulsdes, também conhecidas como emulsdes dispersas finas e emulsdes
submicrométricas, ndo sdo termodinamicamente estveis como 0 caso das designadas por
“microemulsbes” (TADROS et al., 2004). Estas sdo produzidas por técnicas de
microfluidizacdo ou formacéo de micelas (CHAMPAGNE; FUSTIER, 2007) e se apresentam
como um sistema potencial para melhorar a solubilidade e aumentar a biodisponibilidade dos
compostos bioativos dos alimentos (FLANAGAN; SINGH, 2006). A principal particularidade
das nanoemuls@es € a grande estabilidade da suspenséo de goticulas, tornando-o0s os principais
candidatos a engenharia de nanoparticulas, (ANTON; BENOIT; SAULNIER, 2008).

As técnicas a base de emulsées O/A ou A/O foram utilizadas com sucesso para
encapsular compostos bioativos, incluindo acidos gordos (AUGUSTIN et al., 2011), vitaminas
(CHEN; SUBIRADE, 2006), compostos fenolicos (PAN et al., 2014), antocianinas (VIDAL;
AVELLO; LOYOLA, 2013) e dleos (GUPTA; GHOSH, 2014). Deste modo, o0 principio ativo
a ser encapsulado, quando apresentar propiedades hidrofébicas, geralmente é disperso na fase
lipidica com a qual deve ser compativel. Portanto, € recomendavel a realizacdo de um screening
para selecionar os lipidos mais apropriados. Normalmente sdo utilizados lipidos de origem
natural por serem considerados seguros para 0 consumo humano, os quais sdo facilmente
digeridos e absorvidos (RAHMAN et al., 2013).

Dependendo da aplicacdo do produto final a fase lipidica pode ser sélida ou liquida a
temperatura ambiente. Porém, as matrizes liquidas s&o fisico-quimica e microbiologicamente
mais instaveis que as respectivas formas solidas. Além disso, as emulsdes sdo sistemas
termodinamicamente instaveis. A desidratacdo de emulsdes surge como uma estratégia
interessante que permite aumentar sua estabilidade e, consequentemente, o tempo de
armazenamento. Uma vez no estado solido, as emulsdes podem ser facilmente redispersas no
momento do uso (DOLLO et al., 2003).

Portanto, para a sua aplicacdo em matrizes alimentares, os solidos obtidos também
devem apresentar afinidade com o meio. Neste contexto, a utilizacdo de um material de parede
redispersavel em agua, como a maltodextrina, constitui um passo importante do processo.
Adicionalmente, viabiliza-se a aplicacdo de uma emulsdo desidratada e redispersavel em &gua,
constituida de um éleo alimentar, que conjugado com a utilizacdo de um composto bioativo
(micoesterdis) como principio ativo, constitui um produto interessante para utilizagdo na

formulacéo de sopas desidratadas.



2.1.2. Fase lipidica

Nos alimentos, os lipidos estdo frequentemente presentes como uma fase dispersa,
numa matriz alimentar continua formada principalmente de &gua, hidratos de carbono e
proteinas. Fontes comuns de lipidos na nossa dieta sdo emulsdes O/A tipicas de alimentos
liquidos e semi-liquidos como leite, férmulas infantis, iogurte, maionese, molhos de salada,
entre outros (BERTON-CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014).

Os lipidos alimentares sdo geralmente compostos insolUveis em agua referidos como
gorduras (sélidos) ou 6leos (liquidos) indicando o seu estado fisico a temperatura ambiente. Os
lipidos alimentares também sdo classificados como nao polares (por exemplo, triacilglicerol e
colesterol) e lipidios polares (por exemplo, fosfolipidos) para indicar diferencas na sua
solubilidade e propriedades funcionais. Estes desempenham um papel importante na qualidade
sensorial dos alimentos contribuindo para atributos como textura, sabor, nutricdo e densidade
calérica (WINAYA; WIJAYA; MEHTA, 2015).

E possivel também encontrar lipidos dispersos, para além de alimentos liquidos e
semiliquidos, em alimentos solidos, como por exemplo produtos de cereais como pdo e cereais
para pequeno-almoco (BERTON-CARABIN; ROPERS; GENOT, 2014). Outro exemplo de
sistemas de alimentos soOlidos com lipidos dispersos sdo o0s OGleos alimentares
microencapsulados (JACKSON; LEE, 1991), geralmente utilizados na fabricagcdo de sopas
desidratadas. Estes s&o alimentos tipicamente conservados a baixas temperaturas, permitindo
uma vida 0til longa se armazenados nas condicGes corretas (SCHAICH et al., 2015). Alguns
exemplos desses 6leos secos, disponiveis na literatura incluem os 6leos de linhaca, peixe,
macadamia e soja (RUBILAR et al., 2012).

Para a selecdo do 6leo a ser encapsulado, a viscosidade € um fator importante a se
considerar, uma vez que tem relacdo direta com o diametro da gota formada e que vai ser
atomizada. As viscosidades elevadas interferem no processo de atomizacgéo e levam a formacéo
de goticulas alongadas, de grande dimensao e que afetam a taxa de desidratagdo. Desta forma
é necessario controlar a concentragdo de solidos na formulacdo a atomizar que, ao baixar,
diminui muito o rendimento do processo (APUD GHARSALLAOQUI et al., 2007). Além desse

fator, o 6leo escolhido deve apresentar compatibilidade com o principio ativo a ser encapsulado.



2.1.3. Micoesterois como Bioativos

No século XXI, os compostos bioativos emergiram como agentes terapéuticos
benéficos para a salde, potenciando o design de novos suplementos e alimentos funcionais
(SHARMA,; SINGH, 2010). O interesse por compostos bioativos continua a crescer,
impulsionado pelo desenvolvimento de novas tecnologias e estudos de investigacao progressiva
na identificacdo de propriedades e aplicagfes potenciais destas substancias, juntamente com o
interesse publico e as necessidades dos consumidores (WHELEHAN; MARISON, 2011).
Assim, os campos farmacéutico e alimentar compartilham o interesse conjunto para obter e
caracterizar novos compostos bioativos que podem ser utilizados como farmacos, ingredientes
alimentares funcionais ou nutracéuticos (SHARMA,; SINGH, 2010). Também sdo considerados
compostos viaveis e mais seguros para aplicacbes como substituintes de aditivos alimentares
artificiais, para satisfazer a procura do mercado mundial por novos produtos (DIAS;
FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Algumas plantas séo fontes naturais de compostos bioativos, sendo estes produzidos
como metabolitos secundarios, provocando efeitos farmacol6gicos nos organismos de humanos
e animais (BERNHOFT, 2010). Tipicamente, 0s bioativos surgem em conjunto com outros
compostos presentes nas plantas, podendo ser identificados em extratos de diversas partes da

planta, como raizes, caules, cascas, folhas, flores, frutos e sementes (AZMIR et al., 2013).

Os compostos bioativos purificados, ou 0s extratos concentrados de fontes naturais,
podem ser incorporados com vantagem nutricional e/ou medicinal em alimentos, fornecendo
novas categorias de produtos funcionais e novas oportunidades comerciais. No entanto, o
desafio adicional de garantir que os ingredientes funcionais ndo se degradem, permanecendo
ativos e biodisponiveis ap6s 0 processamento e armazenamento dos alimentos, é ainda uma
preocupacdo (DAY et al., 2009).

Além das plantas, os cogumelos tambem séo ricos em compostos bioativos podendo
apresentar diferentes efeitos benéficos (HELENO et al., 2016). As espécies comestiveis tém
sido amplamente utilizadas na alimenta¢do humana durante séculos e tém sido apreciadas pelas

suas caracteristicas organolépticas. O conhecimento de que os cogumelos comestiveis sdo um



alimento saudavel, rico em compostos bioativos com valor nutricional e medicinal, tem sido
muito explorado (LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH, 2005).

Em geral, os cogumelos contém 90% de agua e, dependendo da espécie, o conteddo
proteico pode variar entre 27% e 48% face a matéria seca. Com uma percentagem de hidratos
de carbono inferior a 60% e um nivel de lipidos residual (2-8% face a matéria seca) e baixas
percentagens de sodio, estes constituem alimentos interessantes para dietas especificas
(AZEVEDO; CUNHA; FONSECA, 2012).

Varios cogumelos tém sido estudados pela comunidade cientifica, na procura de novas
alternativas terapéuticas (LINDEQUIST; NIEDERMEYER; JULICH, 2005), contudo, das
cerca de 1800 espécies de cogumelos existentes, apenas se conhecem as propriedades
medicinais de 700 delas. Reunem uma variedade de metabolitos bioativos, como por exemplo,
compostos fendlicos, policétidos, terpenos, esteroides e polissacaridos, com propriedades
antioxidantes (BARROS et al., 2007a), anti-hiperglicémicas (LIU et al., 2012), antimicrobianas
(BARROS et al., 2007b), antitumorais (WASSER, 2002), anti-inflamatorias (GARCIA-
LAFUENTEA et al., 2010), anticancerigenas (PATEL; GOYAL, 2012), entre outras. S&o
também utilizados na prevencédo de doengas como asma (LIU et al., 2003), alergias alimentares
(HSIEH et al., 2003), dermatite atopica (KUO et al., 2002) e trombose (YOON et al., 2004).

Os esterois (da palavra grega steros, que significa "sélido™) constituem um grupo de
moléculas lipossollveis e sdo compostos que pertencem a classe dos esteroides, sendo
constituidos por uma fusao do nucleo esteroide, resultante de quatro anéis de hidrocarbonetos
dispostos em  trés anéis hexagonais e um  pentagonal, = denominado
ciclopentanoperidrofenantreno, com um grupo 3B-hidroxilo, e uma cadeia lateral alifatica
adicional de 8 ou mais atomos de carbonos ligada ao ndcleo esteroide na posi¢cdo C17 (FAHY
et al., 2005). Os quatro anéis sdo comumente denotados pelas letras maiusculas A, B, C e D,
lendo da esquerda para a direita. Esta designacdo da letra do anel é usada apenas em sec¢des de
discussdo para publicacdes, sendo que elas ndo apresentam nenhum papel na nomenclatura
formal. Podem ser encontrados em animais, plantas, fungos e microrganismos, e designados
por zooesterais, fitoesterdis e micoesterdis, respectivamente (BARREIRA; FERREIRA, 2015).
Dentre estes, 0s micoesterdis destacam-se por ter componentes bioativos, sendo o seu principal
esterol o ergosterol (GIL-RAMIREZ et al., 2014; TEICHMANN et al., 2007).
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Figura 1. Estrutura basica do esteroide.

Fonte: Barreira e Ferreira (2015)

2.1.3.1. Ergosterol

Dentre 0s micoesterdis, o ergosterol estd presente nas células ou membranas celulares
da grande maioria dos fungos. Os maiores niveis deste composto encontram-se nas camadas
fosfolipidicas da membrana fangica (PEACOCK; GOOSEY, 1989), onde desempenha uma
importante fungdo estrutural e hormonal na progresséo do ciclo celular (GOAD, 1994), como

maturagdo, formacdo de hifas e esporulagdo (VILLARES et al., 2012).

Representando cerca de 80% em massa dos esterdis encontrados em cogumelos (GIL-
RAMIREZ et al., 2014), o ergosterol também pode ser encontrado nas borras de leveduras dos
vinhos, nos cogumelos, nas membranas da parece celular das leveduras (Saccharomyces
cerevisiae) e das mitocéndrias, sendo, também, um constituinte das membranas nos micélios,
esporos e células vegetativas (PASANEN et al., 1999). Para além disso, esta presente em
guantidades relativamente elevadas em plantas como o milho, a semente de algodao, o 6leo de
amendoim e a linhaca (LAGARDA; GARCIA-LLATAS; FARRE, 2006).

Quimicamente, o ergosterol C-28 (Figura 2) tem como nome cientifico 5,7,22
ergostatrien-3p-ol, formula empirica C2sH440 e massa molecular 396,36 g/mol. E um composto
solido, cristalino, incolor e o seu ponto de fusdo é da ordem dos 161-166 °C. Adicionalmente,
0 ergosterol suporta a temperatura de 250 °C sem decomposi¢do. Tem uma cadeia lateral com
uma ligacdo dupla na posicdo C22 e duas ligagcdes duplas ao nivel das posi¢cdes C5 e C7 (anel
B) tendo uma absor¢do maxima no UV na gama 240-300 nm (BARREIRA; OLIVEIRA;
FERREIRA, 2014). E um composto com solubilidade limitada em agua, mas apresenta boa
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solubilidade em alguns solventes organicos, como acetonitrilo, metanol e cloroférmio
(VILLARES et al., 2012).

Figura 2. Estrutura quimica da molécula de ergosterol.

Fonte: Yuan et al., (2006)

E importante destacar que nem todas as espécies de fungos possuem o ergosterol C-28
como esterol constituinte. Ha descricdes de espécies filogeneticamente menos avancadas que
sintetizam colesterol como constituinte da membrana; em outros casos, diferencas nas etapas
da biossintese podem gerar variagdes estruturais, como uma metilacdo adicional, o que leva a
formacdo de um derivado C-29 do ergosterol (WEETE; ABRIL; BLACKWELL, 2010).
Zimosterol, fungisterol, ergosta-5,7-dienol, 24-metilcolesterol e colesterol com metileno sdo

outros exemplos de esterois importantes nos fungos (MATTILA et al., 2002).

Galea e Brown (2009) no seu trabalho de revisdo, levantaram a hipotese de que o
surgimento dos esterdis de membrana nos microrganismos ocorreu, pelo menos em parte, como
um meio de adaptacdo a oxigenacao atmosférica da Terra. Estudos também evidenciaram que
a concentracdo de esterdis nos cogumelos, nomeadamente, o ergosterol, depende da parte do
tecido e da fase de desenvolvimento em que o cogumelo se encontra, para além de variar de
acordo com a espécie de cogumelo, como apresentado na Tabela 1, dentro da mesma espécie
e cultivares e com a idade da cultura (JASINGHE; PERERA, 2005; PASANEN et al., 1999).
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Tabela 1. Concentracdo de ergosterol em diferentes espécies de cogumelos comestiveis.

Espécie Ergosterol (mg/100 g ms)
Agaricus bisporus 352+1
Agaricus bisporus Portobello 77£1
Amanita caesarea 231+1
Boletus edulis 234+1
Cantharellus cibarius 2342
Fistulina hepatica 129+1
Flammultina velutipes 189+2
Lactarius deliciosus 108+1
Lentinus edodes 21742
Macrolepiota procera 55+1
Morchella esculenta 43+2
Pleurotus eryngii 18711
Pleuratus ostreatus 104+1

FONTE: Adaptado de Barreira; Oliveira; Ferreira, (2014). ms: massa seca.

Nos fungos, o ergosterol pode ser encontrado livre ou esterificado, sendo a proporcao
destas duas formas variavel e dependente da espécie, tecido e estagio de desenvolvimento do
cogumelo (SHAO et al., 2010; VILLARES et al., 2012). O ergosterol livre e o ergosterol
esterificado desempenham funcGes distintas. O ergosterol livre € mais importante para a
integridade das células e contribui para uma variedade de funcBes celulares. No caso do
Agaricus bisporus castanho, alguns estudos indicaram que o ergosterol na sua forma livre era a
unica forma presente e o principal composto da fraccéo lipidica responsavel pela atividade
antioxidante do extrato do cogumelo, verificando-se que o teor de ergosterol esta positivamente
relacionado com a atividade antioxidante (r2> 0,89) (SHAO et al., 2010). Contudo, em
formulacGes alimentares, o problema da aplicacdo de esterdis na sua forma livre esta
relacionado com o facto de, devido a baixa solubilidade, estes terem que ser incorporados em
doses elevadas para que sejam alcancados efeitos benéficos significativos no organismo
(MORAN-VALERO et al., 2012).

13



O ergosterol e os seus produtos de peroxidagdo sdo conhecidos por contribuir para
potenciais beneficios para a saude e fungdes fisioldgicas significativas que incluem reducéo da
inflamacéo relacionada com a dor, inibicdo das enzimas ciclo-oxigenases (COX), atividades
antimicrobiana (ZHANG; MILLS; NAIR, 2002), antitumorais (FERREIRA et al., 2010;
TORRES et al., 2017), antioxidantes (SHAO et al., 2010) e hipocolesterolémicas (GIL-
RAMIREZ et al., 2014).

Ao avaliar as atividades anti-inflamatoria e antioxidante dos extratos do cogumelo
comestivel Grifola frondosa, contendo ergosterol, juntamente com os extratos miceliais, Zhang
et al. (2002) sugeriram que o consumo de G. frondosa como alimento didrio ou como
ingrediente na preparacdo de alimentos pode ter efeitos benéficos na salde. Esses beneficios
podem incluir reducédo da dor relacionada com a inflamacao, reduzindo a incidéncia de doenca
cardiovascular, e a prevencdo do cancro, atuando como inibidor da atividade da enzima ciclo-

oxigenase (COX), como antioxidante e / ou como agente anti-inflamatério.

A atividade antitumoral do ergosterol foi descrita pela inibicdo do crescimento tumoral
em camundongos, por inibicdo direta da angiogénese induzida por tumores (KIMURA et al.,
2004). Este esterol também pode gerar novos produtos bioativos quando acumulado nas
glandulas suprarrenais e em outros 6rgdos, tais como, o 17a, 24 — di-hidroxiergosterol, que se
verificou ser capaz de inibir a proliferacdo de células da pele, em cultura, tal como foi
demonstrado em queratindcitos humanos e em linhas celulares de melanoma (SLOMINSKI et
al., 2005).

Diferentes estudos realizados com formulag6es de extrato enriquecido com ergosterol,
apresentaram efeito satisfatorio contra a esteatose hepética e potencial hipocolesterolemico,
demonstrando a funcionalidade quando aplicadas em alimentos. Dentre eles, as fracdes
enriquecidas de extrato de ergosterol também reduziram significativamente os niveis de
triglicéridos hepaticos alterando a expressao de mMRNA de genes relacionados com o colesterol,
revelando um efeito potencial contra esteatose hepatica (GIL-RAMIREZ et al., 2014; GIL-
RAMIREZ et al., 2016).

Recentemente, 0 micosterol ergosta-4,6,8 (14), 22-tetraen-3-ona (ergona) mostrou
citotoxidade contra quatro tipos distintos de células cancerigenas, nomeadamente
adenocarcinoma de mama humano, osteossarcoma humano, carcinoma de prostata humano e
neuroblastoma em ratos (TORRES et al., 2017).
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Shimizu et al. (2016) investigaram o isolamento do agarol, um bioativo derivado do
ergosterol, dos corpos frutiferos de Agaricus brasilienses, e avaliaram os efeitos citotoxicos do
mesmo. De acordo com os resultados, sugeriram que este composto induz apoptose em células

de carcinoma humano, indicando o uso potencial de agarol como agente anticancerigeno.

Ainda neste sentido, o ergosterol é ponto de partida para o enriquecimento nutricional
de cogumelos, quando expostos a radiacdo ultravioleta (KALARAS et al., 2012). Este processo,
similar a conversao do 7-desidrocolesterol em vitamina D3 (colecalciferol) na pele exposta a
radiacdo solar, faz com que este esterol seja convertido em vitamina D2 (ergocalciferol),
substancia anéloga a vitamina D3 e com propriedades fisiologicas importantes, nomeadamente
na regulacdo da homeostase do célcio e acao antiproliferativa e estimuladora de diferenciacéo
celular sobre células neoplasicas (CORCORAN et al., 2016).

Taofiq et al. (2017) reviram os efeitos da irradiacdo gama e trés subtipos de UV sobre
a obtencdo de vitamina D2 em varios cogumelos, e descreveram que o0s dados obtidos
apresentavam uma alta taxa de converséao de ergosterol em vitamina D2 num curto periodo de
tratamento, além de aumentar significativamente os niveis séricos de 25-hidroxivitamina D,
contribuindo para a reducdo da deficiéncia de vitamina D, bem como para outros beneficios

associados a promogcéo da saude.

2.1.3.1.1. Ergosterol como ingrediente alimentar

Hoje em dia, a alimentacdo serve ndo apenas para satisfazer o desejo primitivo da
fome, mas também para promover a saide do consumidor. Neste contexto, a inddstria alimentar
concentra-se em evitar a potencial nocividade de alguns aditivos alimentares artificiais e no
desenvolvimento de novos produtos alimentares que contenham ingredientes que promovam a
salde. Neste contexto, 0s produtos naturais bioativos sdo considerados como substitutos viaveis
para satisfazer as necessidades do mercado mundial por novos produtos (DIAS; FERREIRA;
BARREIRO, 2015).

Com este intuito, Heleno et al. (2017) estudaram pela primeira vez a incorporacao de

extratos de A. bisporus, contendo ergosterol, em bebidas lacteas em concentracbes que
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reproduzem os fitosterdis usados em iogurtes comerciais. O iogurte enriquecido com
micoesterois foi avaliado quanto as caracteristicas nutricionais e propriedades bioativas e
comparado com dois controles (iogurte sem aditivos e iogurte comercial aditivado com
fitoesterois), para dois tempos de armazenamento (logo apds fabricacdo do produto e apos sete
dias de armazenamento a 4 °C). O iogurte enriquecido com micoestrois mostrou propriedades

antioxidantes similares as do iogurte contendo fitoesterais.

Num estudo recente Rudke et al., (2016) procederam a a incorporacao de extratos de
A. bisporus em bebidas lacteas (iogurtes liquidos) e concluiram que 0s iogurtes com o extrato
de A. bisporus revelaram maior atividade antioxidante e citotoxica em linhas tumorais,
comparativamente as dos iogurtes contendo ergosterol puro em concentracdo equivalente a
presente no extrato. Isto evidencia a vantagem da utilizacdo do extrato de micoesterdis em
relacdo ao ergosterol puro; a presenca de varios componentes para além do ergosterol gera
efeitos sinergisticos que resultam muitas vezes numa maior bioatividade (DIAS; FERREIRA,;
BARREIRO, 2015).

Segundo Gil-Ramiréz et al. (2014), o ergosterol, assim como 0s extratos obtidos de A.
bisporus, podem também ser utilizados como ingredientes hipocolesterolémicos em alimentos
destinados a pessoas que sofrem de niveis altos de colesterol. Assim, com o intuito de avaliar a
atividade de reducdo do colesterol com micoquimicos adicionados a alimentos, Caz et al. 2016
estudaram fragdes enriquecidas com ergosterol obtidas a partir de cogumelos, e descreveram
que foi possivel reduzir significativamente o colesterol plasmatico, LDL-colesterol e niveis de

HDL-colesterol em camundongos hipercolesterolémicos.

Recentemente, Francisco et al. (2017) testaram a incorporacdo de ergosterol e do seu
derivado acetilado encapsulado em maionese. A maionese incorporada com ergosterol
apresentou atividade citotoxica para células tumorais, mas também para células normais.
Entretanto, a maionese contendo o seu derivado acetilado, apesar de um efeito inferior ao da
molécula precursora, ndo apresentou toxicidade para células normais. Este resultado €
interessante uma vez que ao nao apresentar toxicidade, pode ser utilizada uma concentracao
maior do ergosterol acetilado e, desta forma, maximizar a atividade pretendida quando

incorporado em maionese.

Adicionalmente a este estudo, Francisco et al. (2017) incorporaram extratos de A.

bisporus ricos em micoesterdis, nomeadamente ergosterol, encapsulados com maltodextrina
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reticulada com &cido citrico e produzidos por spray drying; tendo-se feito a comparagdo com a
utilizacdo do extrato na sua forma livre em iogurtes. O extrato de Agaricus bisporus
incorporado na forma livre e microencapsulada resultou em produtos com propriedades
bioativas promissoras, destacando-se 0s extratos microencapsulados, nomeadamente no caso
em que se utilizou um processo térmico para incrementar a reticulacdo com o acido citrico.
Assim, mostrou-se como uma alternativa interessante para a valoriza¢do de micoesterdis, sendo
que este principio ativo (extrato) pode ser obtido a partir de bioresiduos da producdo de

cogumelos.

2.2. Desidratacgéo por spray drying

As emulsbes desidratadas podem ser preparadas a partir da desidratacdo de uma
emulsdo O/A liquida priméaria mediante utilizacdo de um evaporador rotativo, liofilizacdo ou
spray drying. Para a preparacdo da emulsdo O/A primaria, geralmente usa-se uma variedade de
homogeneizadores incluindo misturadores de alto cisalhamento, homogeneizadores de alta
pressdo, moinhos coloidais, homogeneizadores de ultrassons e homogeneizadores de
membrana. Esta é preparada na presenca de um agente tensoativo ou de um emulsionante que
possa estabilizar a superficie das goticulas de dleo formadas (MCCLEMENTS, 2015;
MCCLEMENTS,; LI, 2010).

Um dos processos de desidratacdo mais utilizados na inddstria de alimentos € a técnica
de spray drying, uma vez que o seu procedimento € rapido, facil de reproduzir e o custo é
relativamente reduzido, quando comparado com as restantes tecnologias de desidratacao.
Assim, o spray drying surge como solucéo atrativa face a desidratacdo convencional, porque é
um método eficiente e econémico (RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016). A
liofilizacdo também permite a obtencdo de emulsBes desidratadas de alta qualidade, mas é
considerado uma operacdo mais cara de fabricacdo devido ao alto consumo de energia e aos

custos elevados de operacdo e manutencdo (DUAN et al., 2016).

Outra vantagem da técnica de spray drying, comparativamente a outras técnicas
convencionais, consiste na possibilidade de operacdo em continuo, 0 que aumenta

significativamente o rendimento do processo (RE, 1998). Adicionalmente, as caracteristicas do
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produto a obter, tais como o tamanho de particula, a morfologia, a densidade e o teor de
humidade residual podem ser controlados durante a pulverizagdo, resultando na producéo de
pos com propriedades funcionais especificas (KIM; CHEN; PEARCE, 2009; NIJDAM,;
LANGRISH, 2006).

Adelmann, Binks e Mezzenga (2012) descrevem o0 processo de spray drying como
sendo baseado em trés etapas: (1) dissolucéo, emulsificacdo ou dispersdo do principio ativo; (2)
atomizacéo e (3) desidratacdo. O primeiro passo consiste em dissolver (caso seja hidrossolavel)
ou dispersar (caso seja lipossoltvel) o composto que se deseja encapsular numa solucao aquosa
do material encapsulante também hidrossoltvel. Essa solucdo/dispersdo é entdo pulverizada
diretamente numa camara aquecida que promove a evaporacgdo da dgua, ocorrendo a formacéo
de particulas. O processo de desidratacdo é realizado por intermédio de ar aquecido. Esta etapa
é répida, sendo realizada em alguns milissegundos, pelo que, até mesmo compostos
termossensiveis podem ser encapsulados através desta técnica, sem perdas significativas
(PORDEVIC et al., 2014).

A técnica de desidratacdo de uma emulsdo O/A pode ser usada para evitar que o 6leo
seja oxidado ou para obter particulas sélidas com uma estrutura do tipo matriz, na qual as
goticulas de dleo estdo incorporadas numa fase continua de um material de suporte (JAFARI et
al., 2008a). Em muitos casos, esta técnica também é utilizada para aumentar o tempo de
prateleira e proporcionar aplicagfes mais convenientes para os consumidores (TANEJA, 2016).
Estes incluem alimentos como leite em po, p6s nutricionais (por exemplo, formulas infantis),

produtos avancados de nutricdo medica e sopas instantaneas.

Os pobs de oleo resultantes oferecem algumas vantagens, em compara¢do com as
emuls@es liquidas, tal como o aumento da estabilidade fisica e a reducdo da contaminacgéo
microbiana. Adicionalmente, os p6s de 6leo também provaram melhorar a estabilidade quimica
das substancias encapsuladas contra a luz e a oxidacdo e sdo adequados para a libertacdo
controlada de ingredientes ativos (HANSEN et al., 2005; JANG et al., 2006).

Em geral, as particulas obtidas podem ser classificadas como microencapsulados ou
nanoencapsulados caso estejam na gama de 100-1000 nm ou 1-100 nm, respetivamente (DIAS;
FERREIRA; BARREIRO, 2015). A morfologia principal das microparticulas pode ser
catalogada em dois tipos: (1) tipo capsula, onde o nucleo, contendo o bioativo e por vezes um

transportador (composto que facilita a libertacdo), é protegido por uma membrana; e (2) tipo
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matriz, onde o bioativo esta disperso no prdéprio material da matriz (KUANG; OLIVEIRA;
CREAN, 2010).

A selecdo do material de parede é uma etapa fundamental para a desidratacdo e
encapsulacdo de compostos por spray drying, a qual depende da utilizacdo que vai ser dada ao
produto, do tipo de material a ser encapsulado, do custo final (MADENE et al., 2006), e das
propriedades fisico-quimicas, tais como solubilidade, peso molecular, cristalinidade,
difusibilidade, temperaturas de transicdo de fase, formacdo de filme e propriedades
emulsionantes (MADENE et al., 2006; RAY; RAYCHAUDHURI; CHAKRABORTY, 2016).

Alguns dos materiais de parede mais utilizados sdo gomas naturais (goma arabica
(RUBILAR et al., 2012)), hidratos de carbono (alginato (GOH; HENG; CHAN, 2012)),
proteinas (soro de leite (GALLARDO et al., 2013), gelatina (SHU et al., 2006), caseinato de
sodio (KALAYA; TIDA; SAIWARUNAIWARUN, 2011), etc.), polissacarideos ((amido
(DRUSCH; SERFERT; SCHWARZ, 2006), maltodextrinas (CALVO et al., 2010), etc.) e
lipidos (ceras (MILANOVIC et al., 2010), 6leos (JAFARI et al., 2008b), etc.). Estes séo
adicionados a fase aquosa da emulsdo O/A ajudando também a co-estabilizar as goticulas de
6leo (adicionalmente aos emulsionantes adicionados) evitando a coalescéncia durante a
evaporacdo da agua e evitando as ruturas de 6leo durante o armazenamento (ADELMANN;
BINKS; MEZZENGA, 2012; BEINDORFF; ZUIDAM, 2010).

A versatilidade dos polissacarideos é baseada na presenca de ambientes hidrofobicos
e hidrofilicos com extensdo varidvel na mesma molécula, que favorecem a encapsulacdo ou
aprisionamento ndo apenas de moléculas com diversas propriedades fisico-quimicas, mas
também com complexas estruturas bioldgicas (SANTIAGO; CASTRO, 2016). As
maltodextrinas sdo produtos de hidrolise parcial de amidos, sendo classificadas de acordo com
o Equivalente em Dextrose (DE, do inglés Dextrose Equivalent), valor normalmente definido
como DE < 20 (KLINKESORN et al., 2004). Estas tem sido, geralmente, consideradas como
um bom material encapsulante, por gerarem solugdes de baixa viscosidade para concentragoes
elevadas de soélidos, boa solubilidade, levando o seu uso a grandes quantidades de 6leo
encapsulado (DRUSCH; SERFERT; SCHWARZ, 2006; GHARSALLAOUI et al., 2007).

A estabilizacdo das emulsdes O/A e feita através da modificacdo da tensdo superficial
das goticulas ou da viscosidade da fase continua que circunda as goticulas de 6leo. Sendo
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requerido nestas emulsGes um agente emulsionante adicional para a producdo de uma emulséo
estavel (KLINKESORN et al., 2004).

E desejavel que uma formulagdo desidratada de uma emulsdo O/A possa ser
redispersada em meio aquoso, sendo que o do tamanho das gotas da emulsdo, idealmente,
deveria ser idéntica a que resultou da formacéo da emulsdo, sendo estas da ordem de 1-100 pm.
Isto indicaria que as goticulas da emulsdo ndo coalesceram durante a desidratacao e foram bem
preservadas na matriz sélida (FALDT; BERGENSTAHL, 1996; GHARSALLAOUI et al.,
2007; JAFARI et al., 2008a; VEGA; ROOS, 2006)

No contexto de desidratacdo de alimentos, a reconstituibilidade é o termo usado para
descrever a taxa em que os alimentos desidratados recolhem e absorvem agua, retornando a
uma condicdo que se assemelha ao material ndo desidratado quando colocado em contato com
uma quantidade excessiva deste liquido (BARBOSA-CANOVAS et al., 2005).

Segundo Fang, Selemolya e Chen (2008), o processo de dispersdo de um po
desidratado num liquido pode ser dividido em quatro etapas: molhabilidade, que consiste na
capacidade das particulas de um poO superar a tensdo superficial entre estas e a agua;
imersibilidade, que consiste na imersdo das particulas ou de porcdes do pd no liquido;
dispersibilidade, ou seja, a dispersao do p6 no liquido; e a solubilidade, que ¢ a dissolucédo das
particulas no liquido. A redispersdo de ingredientes em pé € particularmente importante para
os fabricantes e os consumidores, com relagdo direta a percep¢do da qualidade geral do produto.

Num estudo feito por Goula e Adamopoulos (2012), a técnica de spray drying foi
utilizada para a desidratacdo de uma emulsdo de 6leo de semente de romd utilizando leite em
p6 desnatado como agente encapsulante, tendo-se obtido uma eficiéncia de encapsulacdo de
95,6%.

Alguns fendmenos fisicos sobre a estabilidade de uma emulsdo contendo um
ingrediente lipofilico encapsulado com proteinas foram também investigados por Drusch et al.
(2012) que relatou, que no caso de ingredientes lipofilicos, as caracteristicas reoldgicas
interfaciais influenciam a manutencdo da estrutura da emulsdo ao longo do processo de

desidratagdo minimizando a quantidade de 6leo ndo encapsulado.

Num outro estudo de Jiménez-Martin et al. (2015), avaliou-se a encapsulacédo de

acidos gordos w-3 por spray drying, a partir de emulsdes com lecitina como material de parede
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e emulsdes de lecitina-quitosano combinada com hidratos de carbono. Como resultado
obtiveram-se microcdpsulas multicamada que proporcionam um excelente efeito protetor
contra a oxidacao lipidica do 6leo de peixe durante 0 armazenamento a temperaturas moderadas
a altas (30 °C e 60 °C).

Com o uso da tecnologia de emulsificagdo antecedendo o processo de desidratacéo por
spray drying, Guadarrama-Lezama et al. (2012) tiveram por objetivo microencapsular extratos
ndo aquosos de Capsicum annuum L. (chilli) incorporados em trés dleos diferentes (milho,
girassol e cartamo) utilizando goma &rabe e maltodextrina como materiais de parede. Os autores
concluiram que as microcapsulas obtidas podem ser incluidas como ingredientes funcionais
numa gama diversificada de produtos alimentares, para além de ter capacidade de funcionar

como agente antimicrobiano natural.

Embora a inclusdo de bioativos hidrofébicos, como alguns extratos de cogumelos, num
meio aquoso seja desejavel, a sua natureza ndo polar é frequentemente um fator limitante na
sua incorporagdo em produtos alimentares de matriz hidrofilica (MCCLEMENTS; DECKER,;
WEISS, 2007). Deste modo, as emulsdes, se formuladas e processadas em conformidade, séo
capazes de ultrapassar esta restricdo viabilizando a introducdo de ingredientes bioativos de
forma precisa e controlada (RAIKOS; RANAWANA, 2017).

2.2.1. Aplicacgéo na &rea alimentar

Segundo Dias, Ferreira e Barreiro (2015), a grande maioria dos estudos feitos na
literatura ndo inclui a validacao dos bioativos microencapsulados desenvolvidos através da sua
incorporacdo em matrizes alimentares. Em geral, as matrizes de alimentos preferenciais para
teste sdo o leite, e outros produtos lacteos como queijo, iogurte e sorvetes. Os produtos dos
setores de cereais, pdo, macarrdo, chas, sopas e carne sao também matrizes alimentares que

foram alvo de estudo para incorporacao de microcapsulas contendo bioativos.

Alguns exemplos da aplicacdo da técnica de spray drying na formulacéo de emulsdes
desidratadas redispersaveis em agua com utilizacdo na area alimentar, assim como alguns
aspectos da formulacdo e temperatura de atomizacéo (entrada e saida) utilizada, estdo reunidos
na Tabela 2.
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Tabela 2. Aplicacdes de emulsbes desidratadas redispersaveis em agua.

Oleo encapsulado Material Formulacéo Temperatura  Referéncia
encapsulante de atomizacgdo
Azeite Caseinato  de 2:1m.efo Te: 165°C (CALVO et al,
sodio e 2010)
maltodextrina Ts: 80°C
Oleo de peixe Caseinato  de 30-34,5 solidos Te: 177°C (KEOGH et al.,
sodio, caseinato 2001)
de célcio ou Ts: 75°C
leite em po
Oleo de atum Xarope de 4:1m.elo Te: 165, 180 e (KLINKESORN
milho 195°C et al., 2006)
Oleo de soja Caseinato  de 1:40 m.e/o Te: 180°C (HOGAN et al,
sodio 2001)
Ts: 75°C
Oleo de alecrim Goma arabica 1:4 m.e/o Te: 135-195°C  (FERNANDES;
BORGES;
BOTREL, 2013)
Azeite aditivado com Maltodextrina, Concentragdes Te: 180°C (TURCHIULI et
«-tocoferol inulina e goma variadas al., 2014)
acécia Ts: 90°C

solidos (%): teor de sélidos totais em %; m.e/o: razdo material encapsulante/6leo; Te: temperatura de entrada; Ts:

temperatura de saida.

Estudos como o de Davidov-Pardo et al. (2008), avaliaram a incorporacao de emulsdes
desidratadas (6leo de peixe em matriz de metil-celulose) com o objetivo de estudar o seu
impacto na formulacéo de pées. Descreveram ser possivel adicionar os produtos obtidos ao pao
sem modificar significativamente as suas caracteristicas sensoriais e tecnoldgicas, o que
acontecia usando métodos de polimerizagdo com transglutaminase e spray drying. O método
de spray drying descrito apresentou maior potencial dado que se obteve uma eficiéncia de

encapsulacdo superior para o 6leo de peixe e melhor desempenho.

Por outro lado, Gallardo et al. (2013) analisaram o 6leo de linhaga microencapsulado
por spray drying utilizando goma arabica (GA) sozinha ou combinada com maltodextrina
(MD), metilcelulose (MC) e isolado de proteina de soro de leite (WPI), também para

incorporacdo em pdes. As microcapsulas que apresentaram fraca permeabilidade ao oxigenio e
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consequentemente minimizaram a oxidacdo lipidica, foram as produzidas com GA e a mistura
ternaria de GA, MD e MC. O pao fortificado revelou uma aparéncia semelhante ao pdo sem
adicdo de microcapsulas, porém o teor de acido a-linolénico foi significativamente reduzido

apos a preparacao.

Com o intuito de microencapsular o 6leo de sementes de agrido de jardim (GCO), por
apresentar um elevado teor de cido «-linolénico (ALA) e, portanto, ser propenso a auto-
oxidacdo, Umesha et al. (2015) utilizou o método de spray drying para desidratar uma emulséo
de O/A utilizando concentrado de proteina de soro como material de matriz (razéo 6leo/proteina
de 0,4). Posteriormente incorparam-se os pos obtidos em biscoitos, usando como controle
biscoitos néo fortificados e fortificados com o 6leo na forma livre. Nas amostras aditivadas com
6leo (na forma livre e microencapsulada) verificou-se um incremento da qualidade nutricional,
contudo os biscoitos contendo o0 composto bioativo na forma livre mostraram uma taxa de
oxidagdo do ALA superior em comparagdo com biscoitos contendo GCO microencapsulado,
indicando que a técnica de microencapsulacdo impediu a oxidacdo do ALA nos biscoitos.

Wan, Tian e Chen (2011) produziram, por spray drying, microparticulas a partir de
uma emulsdo 6leo de peixe/agua com proteina da cevada como material de matriz. Estas
microcépsulas apresentaram elevada eficiéncia de encapsulacdo (92,9-100%), uma carga em
o0leo elevada (46,5-50,1%) e baixo teor de humidade (0,75-0,90%), além de demonstrarem uma
forte capacidade para proteger o 6leo de peixe contra a oxidacdo, tornando-os produtos ideais
para adicionar a alimentos liquidos/semi-liquidos. A utilizacdo destas microparticulas foi
testada na formulagédo de alimentos, tendo sido bem-sucedida em leite e iogurte, conforme

avaliado para o seu tempo de prateleira.

As sopas em pO (sopas instantaneas), também serviram de base a estudos de
incorporagdo, como sera detalhado no ponto seguinte.

2.2.1.1. Sopas Instantaneas

A sopa e provavelmente um dos alimentos mais antigos consumidos pelo homem, uma
vez que teve o seu desenvolvimento no tempo em que a fervura foi encontrada como uma forma

de cozinhar alimentos. A procura por alimentos saudaveis e de fécil utilizacdo originou a
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introducgdo de vérias misturas de sopas instantaneas no mercado, estando prevista uma taxa de
crescimento de mais de 25% nos proximos anos (KAUR; DAS, 2015; RAHMAN;
SAIFULLAH; ISLAM, 2012).

A sopa é um alimento produzido por combinagdo de ingredientes como carne e
vegetais com agua quente/fervente, até o sabor ser extraido, formando um caldo. As misturas
para preparacdo de sopas sdo, hoje em dia, um alimento estabelecido nos mercados alimentares
mundiais sendo bastante procuradas sob a forma de misturas desidratadas aptas a serem
preparadas de forma répida por adicdo de agua (RAHMAN; SAIFULLAH; ISLAM, 2012).

Um método comum para a preparacdo de sopas instantaneas baseia-se em processos
continuos, em que os ingredientes desidratados pré-produzidos sdo misturados juntamente com
adicdo de 6leo ou gordura na forma de pd. Estes ingredientes desidratados sdo geralmente
vegetais, especiarias, sabores e extratos de levedura. A deterioracdo microbiana e enzimatica
dos produtos desidratados € minimizada quando a atividade da agua € baixa o que diminui as

reacOes de deterioracdo quimica e fisica, o que prolonga a vida Util do produto (GIBBS, 1985).

Para o desenvolvimento de uma formulacdo de sopa em po enriquecida com acidos
gordos 6mega-3, compostos com papel importante na saide humana, Pramestia, Riyanto e
Trilaksani (2015) incorporaram 6leo de peixe microencapsulado em sopas instantaneas de
creme de caranguejo. O método de microencapsulacdo utilizado recorreu a uma etapa de
homogeneizacéo e de spray drying. A microencapsulacao do 6leo de peixe visa manter o sabor,
aroma, estabilidade e também transferir com sucesso o componente bioativo do 6leo de peixe
para a sopa. A melhor formulacéo de sopa correspondeu a que utilizou uma concentracao de
microcépsulas de dleo de peixe de cerca de 3,30%, correspondendo a 8,19% da dose diaria
recomendada de 6mega-3.

Rubilar et al. (2012) desenvolveram microcapsulas contendo acidos gordos 6mega-3
(6leo de linhaga) que foram adicionadas a uma sopa instantanea em p6 para desenvolver um
novo produto funcional. Como matriz polimérica para produzir os encapsulados de 6leo de
linhaca foram usadas goma arabica e maltodextrina. Neste trabalho, os autores avaliaram

tambem a libertacdo controlada do nucleo lipofilico.

2.3. Delineamento experimental
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A necessidade de otimizacao de produtos e processos, minimizando custos e tempo
operacional tém levado a uma enorme busca por técnicas sisteméaticas de delineamento
experimental. O delineamento experimental & uma ferramenta poderosa para estudar o efeito
de um conjunto de varios fatores sobre uma variavel resposta de interesse. Esta técnica possui
como principais vantagens: (i) a diminuicdo do nimero de ensaios; (ii) o estudo de um numero
consideravel de fatores; (iii) a detecgdo das interacOes entre fatores; (iv) a deteccdo dos niveis
6timos; (v) a melhoria de precisdo dos resultados e (vi) a otimizacéo dos resultados (ARANDA,
JUNG; CATEN, 2008).

As técnicas de delineamento experimental podem ser utilizadas nas etapas de projeto
preliminar, projeto do produto e processo de fabricacdo e na etapa de avaliacdo e melhoria.
Nessas fases, quando o interesse for avaliar apenas o efeito de um Unico fator nas respostas do
produto ou processo, recomenda-se utilizar a técnica de delineamento experimental
completamente aleatorio ou a técnica de delineamento experimental em blocos aleatorios, tal
como descritas por (MONTGOMERY, 2006).

Por outro lado, quando o interesse € investigar o efeito provocado nas respostas do
processo, por dois ou mais fatores de controle e, cada um deles com dois ou mais niveis, Juran
e Godfrey (1998) e Montgomery (2006), recomendam o uso de técnicas classicas de
delineamento, como por exemplo, a técnica de delineamento fatorial completo, fatorial

fracionado ou experiéncias com pontos centrais.

Dentre estas técnicas o delineamento fatorial é indicado para a fase inicial do
procedimento experimental quando ha necessidade de se definir os fatores mais importantes e
estudar os efeitos sobre a resposta escolhida e todas as interacfes entre os fatores controlaveis
de forma simultdnea, tornando esta técnica bastante recomendada para a otimizacdo de
experimentos (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Nele estdo envolvidos k fatores (ou variaveis), sendo cada um deles presente em
diferentes niveis. Quando se estuda o0 mesmo numero de niveis para todos os fatores, o
delineamento fatorial pode ser representado por b?, onde a é o numero de fatores e b é o nimero
de niveis escolhidos. Na realizacdo de um experimento com k fatores em dois niveis, conhecido
como o caso mais simples, sdo feitas 2 x 2 x... x 2 (k vezes)= 2% (NEVES; SCHEVARTZMAN;
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JORDAO, 2002). Logo, para cada fator ha um ndmero de niveis atribuido, cujos valores reais
sdo geralmente codificados para valores menores ou para sinais (p. ex. -2, -1, 0, +1, +2; cinco
niveis), a fim de facilitar os calculos (TEOFILO; FERREIRA, 2006). A atribuic3o destes sinais
é feita arbitrariamente, ndo interferindo na realizacdo dos experimentos ou interpretacdo dos
resultados, além de permitir ilustrar o planejamento sob forma de matriz de delineamento
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Um delineamento fatorial completo permite estudar os efeitos principais e todas as
interagBes entre os fatores controlaveis. Com o aumento do nimero de fatores, o nimero de
interacdes entre os fatores aumenta rapidamente. No entanto as interagdes de alta ordem sdo
dificeis de interpretar e em geral ndo sdo significativas. Desta forma optar por rodar um
delineamento fatorial fracionario pode-se tornar mais vantajoso (ARANDA,; JUNG; CATEN,
2008). Nesta técnica, 24P (k € o nimero de fatores de controle do experimento e p é o nimero
de colunas inseridas na matriz experimental), se utiliza um fator de redug&o que limita 0 nimero
de ensaios a um valor mais baixo do que no delineamento completo, mas conduz,
possivelmente, as mesmas conclusdes gque seriam obtidas com o numero total de ensaios, sendo
possivel analisar a influéncia de um nimero grande de fatores (BRERETON, 2003; CALADO;
MONTGOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2006; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Em muitos casos, a realizacdo de repeticGes auténticas pode gerar problemas por
diversas raz0es. Para contornar estes problemas e obter uma boa estimativa dos erros, um
experimento é normalmente incluido no centro do delineamento, denominado de experimentos
no ponto central (nivel zero), onde este ponto no centro utilizado sera equivalente a média da
faixa de niveis determinada por cada um dos fatores. Deste modo, é possivel avaliar a
significancia dos efeitos ou coeficientes, tanto em delineamentos de triagem (completos ou
fracionarios) como em metodologias de superficie de resposta. Além desta vantagem,
recomenda-se este tipo de experimento pelas seguintes razées: o risco de perder a relacdo nao
linear entre os intervalos é minimizado e é possivel estimar um modelo razoavel e verificar se
ha falta de ajuste (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Pode-se citar ainda a Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) do inglés
Response Surface Methodology (RMS), também frequentemente utilizada em experimentos de
otimizagdo (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003). Ela se subdivide claramente em duas

etapas: modelagem e deslocamento, que podem ser repetidas quantas vezes forem necessarias,
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até se alcangar um objetivo pré-estabelecido. A modelagem trata da criagdo de modelos
matematicos que descrevem o comportamento de uma ou mais variaveis sobre uma resposta de
interesse, geralmente usando dados de experimentos delineados. O deslocamento se trata de
alterar progressivamente os valores das variaveis na direcdo que promove a variagdo mais
pronunciada na resposta (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003)

Basicamente a metodologia de superficie de resposta pode ser definida como um
método estatistico que utiliza dados quantitativos de um desenho experimental adequado para
determinar e simultaneamente solucionar equagdes multivariadas. Essas equagdes podem ser
representadas graficamente como superficies de resposta, que podem ser usadas de trés formas:
descrever como as variaveis em teste afetam as respostas; para determinar as interrelacGes entre
as variaveis em teste; e para descrever efeitos combinados de todas as variaveis em teste sobre
a resposta (MONTGOMERY, 2006).

Quando dois fatores A e B apresentam-se com niveis quantitativos, a resposta Y €
representada por um grafico de contorno ou grafico de superficie, em um espaco bidimensional
ou tridimensional, respectivamente, oriundo de um modelo de primeira ou de segunda ordem,

com ou sem interacdo dupla entre eles.

Desse modo, um modelo completo baseado em n observacbes de Y, medidas em
diferentes combinacGes entre os niveis dos fatores A e B, é representado por:

Vi = Bo+ Bia; + Boaf + Bsbf + Psa;b; + &;; Equagdo (1)

Em que,

ai é o valor do nivel i do fator A,

bj é o valor do nivel j do fator B;

Bk € 0 parametro do modelo, com k=0, 1, ..., 5.

Uma vez que a MSR necessita de dados de um delineamento experimental, varios tipos
de delineamentos podem ser utilizados para gerar dados ajustaveis a modelos. O delineamento

composto central € um dos mais utilizados, mas pode-se citar o delineamento Doehlert (NETO;
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SCARMINIO; BRUNS, 2003; TEOFILO; FERREIRA, 2006) e o delineamento Box-Behnken
(HELENO et al., 2016).

O delineamento composto central (do inglés Central Composite Design, CCD) € um
tipo especial de fatorial, em que os pontos tradicionais do experimento sofrem uma rotacao de
45° nos niveis. O CCD apresenta a vantagem de se iniciar com um experimento fatorial
completo (pontos fatoriais) ou fracionado e, caso seja necessario, realiza-se a rotagéo do fatorial
inicial e inclusdo dos novos ensaios para ajuste de um modelo. Um delineamento composto
central é considerado rotacional, quando as varidncias das predi¢cdes da resposta dependem
apenas da distancia em relacdo ao ponto central. Essa situacéo € util quando um modelo ajustado
apresentar falta de ajuste ou o experimento ndo fornece graus de liberdade o suficiente para
avaliar a falta de ajuste do modelo, ocasido na qual sera necessario incluir mais ensaios no
experimento (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

Nesse sentido, uma otimizacdo multivariada pode empregar o delineamento fatorial
completo ou fracionado em uma etapa inicial, também chamada de triagem, que seleciona as
variaveis experimentais que influenciam significativamente na resposta analitica (SILVA et al.,
2008). Numa etapa seguinte, as varidveis selecionadas sdo otimizadas por alguma ferramenta
estatistica que geram modelos quadraticos, por exemplo, o delineamento composto central
(CCD) ou delineamento composto central rotacional (Central Composite Rotational Design).
Por fim, é estabelecida uma equacdo matematica que relaciona as varidveis a serem otimizadas
com a resposta analitica (superficie de resposta). Nessa equacdo sdo aplicados artificios
matematicos com 0s quais se estabelecem uma combinacdo numérica otimizada para as
variaveis do sistema (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2003).

Com base na literatura, alguns estudos na area alimentar também utilizaram o
delineamento experimental com o intuito de investigar a influéncia de diferentes condi¢cdes na
formulacdo de emulsbes. Dentre eles, Li e Chiang (2012) teve como objetivo principal utilizar
um delineamento composto central e metodologia de superficie de resposta para investigar a
influéncia das condicbes de uma emulsdo ultra-sénica no tamanho das goticulas
das nanoemulsdes D —limoneno, para posteriormente otimizar as condi¢cdes de preparagédo

de nanoemulsdes D -limoneno com menor tamanho de goticula.

Para avaliar diversas formulagdes de emulsdes visando maximizar a concentragéo de

6leo em bebidas e relacionar suas propriedades fisico-quimicas com a estabilidade, Almeida
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(2012), elaborou um delineamento experimental do tipo fracionado, no qual foram variadas a
razdo Gleo de limdo/agua (30% a 50%), a concentracdo de amido e goma arabica (0% a 30%),
e a concentracdo de surfactante DSS. Obtendo como resultado emuls@es estaveis, contendo 5%

de amido ou goma arabica e 50% de 0leo de liméo.

Com o objetivo de otimizar os atributos sensoriais de uma emulsdo a base de soja sobre
uma variedade de suco de goiaba rosa (GJ: 22% a 32%) e proteina de soja (SP: 1% para 3%),
Granato et al. (2010) utilizou a metodologia de superficie de resposta (MSR) com a intencao
de oferecer uma nova opg¢édo para intolerantes a lactose ou consumidores vegetarianos. Os
modelos desenvolvidos pela MSR descreveram adequadamente a cremosidade, sabor e
aparéncia das emuls@es, sugerindo que um produto com 30,35% GJ e 3% SP foi a melhor

combinacédo destes componentes.

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de alimentos contendo compostos
bioativos, no presente trabalho é proposto o desenvolvimento de misturas para sopas
instantaneas contendo ergosterol. Além disso, objetiva-se o estudo prévio do comportamento
das emulsbes O/A (6leo de girassol em agua) para encapsulacdo do ergosterol em emulsdes
desidratadas por spray drying (maltodextrina como encapsulante) através do uso de
delineamento experimental para modelagem e validacdo experimental do tamanho das gotas

emulsionadas.
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Padrdes e Reagentes

Dentre os materiais de base para a preparacdo das emulsdes, o 6leo de girassol foi
adquirido num mercado local de Braganga - Portugal, a maltodextrina da Cargill (Wayzatam
MN, EUA) e o Tween 20 e o Span 20 (emulsionantes), foram adquiridos da Fisher Scientific
(Lisboa, Portugal). O ergosterol usado neste trabalho foi adquirido a Acros Organics (New
Jersey, EUA). Possui um grau de pureza de 98%, apresenta coloracdo amarelada, € isento de
modificagdes. A sulforrodamina B (SRB), o acido tricloroacético, o Trisaminometano (Tris) e
a elipticina foram adquiridos na Sigma- Aldrich (Saint. Louis, MO, EUA). O meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), a solucdo salina equilibrada de Hank (HBSS), o soro fetal
bovino (FBS) e a solucdo de penicilina/estreptomicina (100 U/mL e 100 mg/mL,
respetivamente) foram obtidos na Gibco Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, Califérnia,
EUA).

Os solventes acetonitrilo 99% e metanol 99% de grau HPLC foram adquiridos a Fisher
Scientific (Loures, Portugal). Todos 0s outros solventes usados eram de grau analitico: metanol
e cloroférmio, da marca Lab-Scan, tolueno e &cido sulfdrico, da marca Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). A mistura padrdo com 37 ésteres metilicos de acidos gordos (FAME) (C4-
C24; norma 47885-U) foi adquirida na Sigma-Aldrich, assim como outros isomeros individuais

de &cidos gordos e padrdes de acUcares.

A &gua foi tratada com um sistema de purificacdo de agua Milli-Q (TGI Sistemas de
agua pura, Greenville, SC, EUA).

3.2. Otimizacdo do diametro e distribuicdo de tamanhos das goticulas da emulséo
primaria

3.2.1. Definicao dos fatores significativos para otimizacdo do diametro das gotas da emulséo

A producdo eficiente de emulsdes alimentares de alta qualidade depende do
conhecimento da contribuigdo que cada componente individual tem nas propriedades gerais e
de como essa contribuicdo € influenciada pela presenga dos outros constituintes
(MCCLEMENTS, 2015). Com base neste principio, é importante investigar a etapa de

dispersdo para avaliar o efeito de cada componente nas caracteristica de goticula e determinar
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a melhor condicdo de preparacdo desta para a obtencédo eficiente das dispersfes desidratadas
(objetivo deste trabalho).

O primeiro passo consistiu em determinar as variaveis mais importantes na formulagéo
das amostras, tendo-se selecionado trés varidveis a serem testadas no delineamento, sendo estas:
X1- tempo de dispersdo (Td), X»- percentagem de MD (relativa a 4gua presente na formulacéo),

e Xs- carga em Oleo (percentagem de oOleo relativamente & MD).

O estudo foi realizado em duas etapas. A primeira consistiu em elaborar um
delineamento experimental fatorial fracionario 3%, com duplicado no ponto central, para
verificacdo do diametro das gotas e distribuicdo de tamanhos. Posteriormente, determinar se 0s
fatores avaliados influenciam significativamente o processo. Para este estudo foram
considerados os fatores e niveis reais apresentados na Tabela 3, totalizando 11 experiéncias.
Na Tabela 4 sdo apresentadas as massas dos respectivos componentes, utilizados para a

preparacdo da emulséo.

Tabela 3. Fatores e niveis avaliados no delineamento fatorial fracionario 3¢,

Niveis codificados (valor real)

Experiencia X1 Xo Xa
(Td, min) (MD, %) (Carga em 6leo, %)
1 -1(5) -1 (20) -1 (10)
2 -1 (5) 1 (40) 0 (20)
3 -1 (5) 0 (30) 1(30)
4 0 (10) 1 (40) -1 (10)
5 0 (10) 0 (30) 0 (20)
6 0 (10) -1 (20) 1(30)
7 1(15) 0 (30) -1 (10)
8 1(15) -1 (20) 0 (20)
9 1(15) 1 (40) 1(30)
10 0 (10) 0 (30) 0 (20)
11 0 (10) 0 (30) 0 (20)
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Tabela 4. Formulagbes utilizadas para producdo das emulsbes preparadas a partir do delineamento
fatorial fracionario 3¢,

Experiéncia '(Arglli? '\(/ég) gi(r)a:::o??g) Tween 20 (g) Sp?;) 20
1 20 4,0394 0,4023 0,2056 0,0047
2 20 6,0045 1,8005 0,2014 0,0185
3 20 8,0107 1,6021 0,2008 0,0160
4 20 4,0119 0,4033 0,2049 0,0043
5 20 6,0322 1,8016 0,2018 0,0189
6 20 8,0020 1,6084 0,2016 0,016
7 20 4,0427 0,4153 0,2057 0,0043
8 20 6,0200 1,8045 0,2018 0,0184
9 20 8,0570 1,6026 0,2032 0,0168
10 20 6,0013 1,2080 0,2058 0,0129
11 20 6,0830 1,2063 0,2064 0,0129

Para a preparacdo da emulsdo, preparou-se uma solucdo aquosa contendo 1% em
massa Tween 20 (em relacdo a agua). Adiconou-se a maltodrextrina de acordo com a
percentagem indicada pelo delineamento experimental e manteve-se a mistura sob agitacéo
magnética por 10 minutos. Num recipiente em separado pesou-se o 6leo de acordo com o
delineamento experimental juntamente com 1% em massa de Span 20 (em relacdo a fase
lipidica). Posteriormente, realizou-se a mistura da fase lipidica com a fase aquosa sob agitacédo
magnética por 10 minutos. Posteriormente esta macroemulsédo foi submetida a homogeneizacao
a 11000 rpm (homogeneizador Ultraturrax Unidrive, X1000D, CAT), sendo o tempo de
dispersdo o definido pelo delineamento experimental.

Para monitorizar o tamanho das goticulas formadas, depositou-se uma amostra da
emulsdo numa lamina de vidro que por sua vez foi analisada por microscopia Optica num
microscopio (Nikon Eclipse 50i), equipado com uma camara para aquisi¢cdo de imagem (Nikon
Digital Sigth). As imagens foram obtidas com ampliacdo de 40x e a partir destas foi feita a
avaliacdo do didmetro médio (Dmedio) das goticulas através do software Size Meter (LEIMANN
et al., 2009a; VEIGA et al., 2016). Foram avaliadas cerca de 300 gotas para cada ponto
experimental de forma a determinar a media e o indice de polidispersao (PDI), este obtido pela
Equacdo (2), onde ¢ representa o desvio padrdo das medigdes do didmetro € Dmedio O didmetro

médio (um).

33



2
PDI =< 20 ) Equacéo (2)

médio

Os resultados obtidos para diametro médio e indice de polidispersdo (PDI) de acordo
com o delineamento experimental, foram avaliado com o software Statistica 7.0 (Statsoft,
USA). Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com 95% de confianga
para verificacdo da significancia dos fatores avaliados. Adicinalmente, foi obtido o diagrama
de Pareto com os efeitos estimados estandardizados. Os fatores que se revelaram significativos
para as respostas foram selecionados entdo para a segunda etapa correspondente a aplicacéo do

delineamento composto central rotacional.
3.2.2. Modelagem e validacao experimental do diametro das gotas da emulsao

Definiu-se um delineamento composto central rotacional a partir dos resultados
obtidos no delineamento fatorial fracionario, cujas condi¢des experimentais sdo as apresentadas
na Tabela 5 (condi¢cdes experimentais em niveis codificados e reais). Somente os fatores de
tempo de dispersdo (X1) e carga em 6leo (Xz2) se mostraram significativos dentro da gama
experimental estudada. Na Tabela 6 sdo apresentadas as formulagdes utilizadas para os pontos
experimentais do delineamento proposto. O procedimento de producdo das emulsdes foi
idéntico ao descrito anteriormente, assim como a metodologia para a determinacéo do diametro
médio e do PDI.

Tabela 5. Condicdes experimentais do Delineamento Composto Central Rotacional (Central Composite
Rotational Design) com as variaveis codificadas e reais.

Niveis codificados (valor real)

Experimento Xi X2
(Td min) (Cargaem
6leo %)
1 -1,00 (5) -1,00 (10)
2 -1,00 (5) 1,00 (30)
3 1,00 (15) -1,00 (10)
4 1,00 (15) 1,00 (30)
5 -1,41 (2,95) 0,00 (20)
6 1,41 (16,41) 0,00 (20)
7 0,00 (10) -1,41 (5,9)
8 0,00 (10) 1,41 (34,1)
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9 0,00 (10) 0,00 (20)
10 0,00 (10) 0,00 (20)

Tabela 6. Formulagdes utilizadas para os pontos experimentais do Delineamento Composto Central
Rotacional.

Experiéncia Agua MD Oléo de Tween 20 (g) Span 20
(mL) (9) girassol (g) (9)
1 20 8,0430 0,8035 0,205 0,0082
2 20 8,0384 2,4044 0,2001 0,0248
3 20 8,0425 0,8229 0,2018 0,0081
4 20 8,0055 2,4019 0,2038 0,0243
5 20 8,0216 1,6076 0,2009 0,0161
6 20 8,0335 1,6013 0,2039 0,0167
7 20 8,0154 0,4721 0,2084 0,0045
8 20 8,0072 2,7289 0,2026 0,0272
9 20 8,0341 1,6042 0,2052 0,0169
10 20 8,0228 1,6063 0,2081 0,0160

Os dados foram submetidos a analise através do software Statistica 7.0, sendo que,
inicialmente, se avaliou a significancia dos coeficientes do modelo experimental relativo ao
delineamento proposto para as respostas Y1 (Dmedio, UmM) € Y2 (PDI, adimensional) (expressos
em termos das variaveis codificadas). Os termos que ndo se apresentaram significativos (5% de
significancia, ANOVA), em cada modelo, foram eliminados e os coeficientes de determinacéo
R? e R%gj foram avaliados para definicio da composicdo final dos coeficientes. Assim, em
conjunto com a significancia da regressao do modelo e da falta de ajuste, obtidos pela anélise
de variancia ANOVA do modelo (5% de significancia), foi definido o modelo para descri¢ao
de cada resposta. Os coeficientes foram entdo organizados na expressdo polinomial de segunda

ordem (Equacéo 3) descrita abaixo.

Y = by + b Xy + by Xy + b1 XZ + by X2 + +b1, X1 X, Equacao (3)

Em que Y é a resposta, bo é o coeficiente de regressdo para a interce¢do; bz e bz sdo 0s
coeficientes de regresséo para os efeitos lineares; b11 e b2z séo os coeficientes de regresséo para

os efeitos quadraticos; bi> o coeficiente de regressdo para o efeito de interacdo; e X1 e Xz sdo
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as variaveis independentes em valores reais. As superficies de resposta para os modelos obtidos
foram plotados somente para os efeitos que se apresentaram significativos.

3.2.3. Validacéo experimental do modelo

Para validacdo do modelo obtido no delineamento experimental, foram realizados trés
ensaios, sendo as formulacgdes escolhidas de forma aleatoria dentro da gama analitica estudada.
As condicdes experimentais utilizadas estéo representadas na Tabela 7. Os resultados previstos
foram determinados com a aplicacéo dos valores desejados na equacgao do modelo experimental
determinado. Os valores desejados reais (apresentados na Tabela 5) foram convertidos para
valores codificados para aplicacdo na Equacdo do modelo de acordo com a Equacéo (4). Onde
gi corresponde ao valor real desejado, &i (o) a0 valor real desejado no ponto central (0) e &i (1)

corresponde ao valor real desejado no ponto codificado (-1).

X; = [M] Equacio (4)

€i(0)~ €i(-1)

Foram considerados validados experimentalmente os pontos em que o resultado se
apresentou dentro do intervalo de confianca gerado pelo software Satistica de acordo com os

resultados da ferramenta de previsdo dos valores das variaveis dependentes.

Tabela 7. Condigdes experimentais para a validagdo experimental dos modelos obtidos.

Experimento Td Can:ga Agua MD O_Ieo de Tween 20  Span 20
devalidagdo (min) SMOO iy g girassol T @)
(%) )
V1 12 25 20 8 2,00 0,20 0,0200
V2 14 32 20 8 2,56 0,20 0,0256
V3 7 15 20 8 1,20 0,20 0,0120

3.3. Preparacéo das emuls6es incorporando ergosterol e etapa de desidratagédo por spray-
drying
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Inicialmente foi definida a condi¢do experimental para produgdo da emulséo éleo em
agua (O/A). Foi escolhida a condigdo validada experimentalmente correspondendo ao valor
mais elevado de carga em 0leo, permitindo assim que quando adicionadas as formulacGes de
sopas, as microesferas permitissem a adicdo de uma quantidade adequada de 6leo, sem excesso
de maltodextrina. Seguindo o procedimento utilizado anteriormente para producdo das
emulsdes, adicionou-se ergosterol (1,77 mg/gselidos) Na fase de preparagcdo da macroemulsao,
que foi sujeita posteriormente a uma segunda fase de homogeneizacdo. Uma formulacdo sem

ergosterol (branco) também foi preparada.

ApoGs preparadas as emulsdes estas foram desidratadas usando um spray drying de
acordo com o procedimento e condicdes de operacao utilizadas por Francisco et al. (2017). Tal
compreendeu a utilizacdo de um Mini Spray Dryer B-290 Buch (Flawil, Switzerland). O bocal
utilizado tinha um didmetro de 0,7 mm e o volume atomizado para cada formulagéo foi de 100
mL, em duplicado. As condicdes de operagdo do equipamento foram: temperatura de entrada
170°C, temperatura de saida 95°C, aspirador a 90% e bomba a 20% (6 mL/min).

3.4. Caracterizacdo das microesferas

3.4.1 Rendimento do processo de producéo das dispersdes desidratadas (R)

O rendimento de encapsulacéo (R), parametro utilizado para estimativa das perdas de
material durante o processo de encapsulacéo, foi determinado gravimetricamente como a razéo
entre a massa de microesferas recolhida no final do processo e a massa dos materiais

atomizados, conforme a Equagéo (5).

R = % %X 100 Equacéo (5)

Sendo M referente a soma das massas dos materiais utilizados na encapsulacéo i e f

referente ao inicio e ao fim do processo, respetivamente.
3.4.2. Extracdo da fase 6leo das dispers@es desidratadas produzidas

As microesferas obtidas com e sem ergosterol (PCE e PSE, respectivamente, 1 g)
foram extraidas com 30 mL de metanol e mantidas sob agitacdo magnética (placa de
aquecimento, VELP scientific) durante 30 minutos. Apos filtracdo (filtros Whatman n°4), o
residuo solido obtido foi re-extraido sob as mesmas condi¢des. Os extratos liquidos combinados

foram evaporados num evaporador rotativo (Bichi R-210) a 40 °C de forma a remover o
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metanol. Os residuos obtidos foram posteriormente utilizados para a quantificacdo do ergosterol

e avaliacdo da atividade citotoxica em celulas ndo tumorais.
3.4.3. Quantificacéo de ergosterol

A quantificacao do ergosterol nas microesferas com ergosterol (PCE) foi realizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detetor UV (HPLC-UV). Para isso,
utilizou-se um equipamento constituido por um sistema integrado composto por uma bomba
(Knauer, sistema Smartiline 1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartiline
manager 5000), um detector de ultravioleta (Knauer Smartline 2500) e um injetor automatico
(AS-2057 Jasco, Easton, MD, EUA). O ergosterol obtido na sec¢édo 3.4.2 foi redissolvido em
metanol e filtrado com um filtro de nylon de 0,2 pum, seguindo o procedimento descrito por
(BARREIRA; OLIVEIRA; FERREIRA, 2014). A separacdo cromatografica foi obtida com
numa coluna de fase reversa Inertsil L00A ODS-3 (4,6 x 150 mm, 5 um, BGB Analytik AG,
Boeckten, Suica) operando a 35°C (forno Grace 7971R). A fase mdvel foi acetonitrilo/metanol
(70:30, v/v), trabalhando com um fluxo de 1 mL/min, com o volume de injegao foi de 20 pL e
a deteccdo foi realizada a 280 nm. O ergosterol foi quantificado pelo método de padrao externo,
sendo realizada uma comparacdo da area do pico com a sua curva de calibracdo obtida a partir

do padrdo comercial. Os dados foram analisados usando o Software Clarity 2.4 (DataApex).
3.4.4. Determinacédo da eficiéncia de encapsulagéo (EE)

A Eficiéncia de Encapsulacéo (EE) foi determinada pela Equacéo (6):

ERGexp

EE = x100 Equacéo (6)

ERGtesrica

Sendo esta a razdo entre a massa de ergosterol encapsulada determinada
experimentalmente por HPLC-UV (ERGexp), e o valor tedrico colocado no processo de

encapsulacdo (ERGterdrica).

A massa de ergosterol encapsulado foi obtida conforme descrito na seccédo 3.4.3.
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3.4.5. Caracterizacdo do tamanho de particula para as microesferas

Os didmetros D10, Dso e Dgo, relacionados com os diametros de corte da curva de
distribuicdo acumulada (em volume e em nimero) em 10%, 50% e 90%, respectivamente,
foram obtidos por analise de difracdo a laser num equipamento (Malvern Mastersizer 3000)
contendo uma unidade de dispersdo Hydro MV (Malvern, Reino Unido). Foi utilizado como

meio de dispersdo o etanol.
3.4.6. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho meédio das amostras das dispersdes desidratadas
(branco e incorporadas com ergosterol), bem como dos componentes puros, foram obtidos num
espectrofotdbmetro MB300 (ABB, Zurique, Suica) equipado com um acessorio de refletancia
total atenuada (ATR). Utilizaram-se os seguintes parametros: 32 scans, resolugdo de 16 cm™ e
uma gama de leitura de 4000 a 550 cm™. Antes da analise, as amostras permaneceram em estufa
a vacuo (30 °C) para eliminacdo da humidade. Antes da analise de cada amostra fez-se a
aquisicdo de um background, sendo o mesmo utilizado para eliminar a influéncia dos
componentes do ar no espectro. Os espectros foram normalizados em relagdo ao pico de maior

intensidade.
3.4.7. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As temperaturas de transicdo das microesferas obtidas, maltodextrina e ergosterol
foram determinadas utilizando-se um equipamento de DSC (Netzsch, DSC 204 F1, Phoenixv).
Aproximadamente 6 mg de cada amostra foram pesadas em cadinhos de aluminio, fechados e
aquecidos na taxa de 10 °C.min" de -80 °C até 300 °C sob atmosfera de nitrogénio de 50

mL.min.

3.4.8. Determinacdo da oxidacdo lipidica e perfis de &cidos gordos do Oleo extraido das

microesferas

Para a extracdo do 6leo contido nas microesferas, disolveu-se 1 g de microesferas (PCE
e PSE) em 50 mL de agua e colocou-se sob agitacdo magnética durante 3 minutos. De seguida
procedeu-se a uma extracdo liquido-liquido com 20 mL de cloroférmio e apds separacdo das
fases, a fase organica (fase inferior) foi transferida para um baldo de fundo redondo,
previamente pesado. A extracao liquido-liquido foi repetida num total de 5 vezes para garantir
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a extracdo completa do 6leo e do ergosterol. A fase organica obtida no final das repeticdes foi
evaporada num evaporador rotativo a 40 °C (Bichi R-210), até a total remog&o do solvente e

obtencéo do dleo.

A estabilidade oxidativa do Oleo extraido proveniente das microesferas, foi
determinada por FTIR seguindo o mesmo procedimento da seccdo 3.4.6 e por cromatografia

gasosa acoplado a um detector de ioniza¢do em chama (GC-FID).

Os é&cidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa acoplada a um
detector de ionizacdo em chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Barros et al.
(2013), e apos o seguinte processo de trans-esterificacdo. O 6leo obtido foi misturado com 5
mL de metanol/acido sulfarico/tolueno 2:1:1 (v/v/v), durante pelo menos 12 h, num banho a 50
°C a 160 rpm; de seguida, adicionaram-se 3 mL de agua desionizada, para obter a separacdo
das fases. A FAME foi recuperada com 3 mL de éter etilico em agitacdo no vortex;
posteriormente adicinou-se sulfato de sédio anidro, a fim de eliminar a agua; recuperou-se a
amostra para um vial com tampa contendo membrana de teflon e filtrou-se com um filtro de
nylon 0,2 um Milipore. O perfil de acidos gordos foi obtido num GC modelo DANI 1000
equipado com um injetor split/splitless, detetor de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna
Macherey Nagel (30 mx0,32 mmx0,25 pum). O programa de temperatura do forno foi o
seguinte: a temperatura inicial da coluna foi 50 °C, durante 2 min; em seguida, aumentou-se a
temperatura a 30 °C/min até 125 °C, 5 °C/min até 160 °C, 20 °C/ min até 180 °C, 3 °C/min até
200 °C, 20 °C/min até 220 °C que permaneceu durante 15 min. O gas de transporte (hidrogénio)
tinha um caudal de 4,0 mL/min (0,61 bar), medido a 50 °C. A injec¢&o split (1:40) foi realizada
a 250 °C. Para cada analise, injetou-se 1 uL da amostra. A identifica¢do de acidos gordos foi
feita com base nos tempos de retencdo relativos dos picos da FAME e das amostras. Os
resultados foram processados usando o software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e expressos em
percentagem relativa de cada acido gordo.

3.5. Atividade citotoxica em células ndo tumorais

As amostras extraidas a partir de PCE e PSE de acordo com a metodologia descrita na
secdo 3.4.2 foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, 1 mL) obtendo solugdes com
concentracgdes finais de 300 mg/mL, que foram submetidas a quatro dilui¢cdes sucessivas numa

gama de concentracGes de 0,9375 até 15 mg/mL.
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Uma cultura de células foi preparada a partir de figado de porco obtido num matadouro
local, que foi designada PLP2 (porcine liver primary culture; cultura priméria de células de
figado de porco). O tecido de figado foi lavado com solucéo salina equilibrada de Hank (HBSS)
(solug¢ao contendo 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e divididos em
explantes de 1x1 mm3. Alguns destes explantes foram colocados em frascos de 25 cm? em
DMEM suplementado com 10% de FBS, 2 mM de aminoacidos ndo essenciais e 100 U/mL de
penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, e incubados a 37°C em atmosfera humidificada
contendo 5% de CO,. O meio foi renovado a cada dois dias e o crescimento celular foi

acompanhado com um microscopio com contraste de fase.

Para avaliar a citotoxicidade, foi realizado o ensaio da Sulforodamina B (SRB) de
acordo com o procedimento previamente descrito por Abreu et al. (2011). Para isso, a linha
celular foi colocada numa microplaca de 96 pocos, juntamente com as diferentes diluigcdes da
amostra em andlise, a uma densidade de 1,0x10* células/poco e incubadas durantes 48 horas.
Apds o periodo de incubacdo, as celulas aderentes foram fixadas pela adicdo de acido
tricloroacético 10% previamente refrigerado (100 pL) e incubadas por 60 minutos a 4°C.
Decorrido esse periodo, as microplacas foram lavadas com agua desionizada e secas. Em
seguida, foi adicionado SRB (0,1% em &cido acético a 1%, 100 puL) nos pocos da microplaca e
esta foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foi removida a SRB
ndo aderida pela lavagem com solucéo de acido acético a 1% e novamente a placa foi seca. A
SRB aderida foi solubilizada com Tris 10 mM (200 pL) e a absorvancia foi lida em
comprimento de onda de 540 nm, no leitor de microplacas (ELX800 Biotek, Bio-Tek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). Os resultados foram expressos em valores de Glso
(concentracdo de amostra que inibe 50% do crescimento celular na cultura primaria PLP2). A

elipticina foi utilizada como padréo.

3.6. Desenvolvimento de preparados de sopas instantaneas incorporando

A formulacdo da sopa de vegetais instantanea seguiu uma receita tipo de uma sopa em
p6 adquirida num supermercado local na cidade de Braganca — Portugal, com algumas
modificagdes. Inicialmente, os vegetais (adquiridos no mercado local de Braganca, Portugal)
foram higienizados, descascados e picados. Em seguida os mesmos foram congelados e
liofilizados (Coolsafe Scanvac®). Em seguida a preparacdo da sopa foi desenvolvida

considerando uma mistura base contendo uma porcao total de vegetais de aproximadamente
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12,50 g (batata (7,68 g), cenoura (1,50 g), abdbora (0,80 g), couve lombarda (2,01 g), e cebola
(0,50 g)). Os vegetais desidratados foram pesados e triturados em conjunto num liquidificador
domeéstico. Em seguida as microesferas (4 g; PCE ou PSE) foram adicionadas a mistura base,
sendo as sopas produzidas designadas de SPCE e SPSE, respectivamente, prefazendo entdo

uma massa de sélidos de 16,50 g. Esta massa é indicada para a preparacao de 250 mL de sopa.

3.7. Caracterizacgéo das sopas produzidas
3.7.1. Andlise das propriedades nutricionais
3.7.1.1. Composigéo centesimal

As amostras das sopas foram analisadas quanto ao teor em proteinas, hidratos de
carbono, gorduras, humidade e cinzas seguindo os procedimentos oficiais de andlise de
alimentos (AOAC, 2016). A proteina foi determinada pelo método macro-Kjeldahl e foi
utilizado o fator 6,25 para a conversdo do teor de azoto em proteina total. A gordura total foi
determinada ap0s extracdo de uma massa conhecida da amostra com éter de petréleo, utilizando
o aparelho de Soxhlet. As cinzas foram determinadas por incineracéo a 600+15°C. Os hidratos
de carbono totais foram obtidos pela diferenca de 100 g de produto pela soma da massa
determinada de gordura, proteina e cinzas. A energia foi calculada a partir da Equacéo (7).

E=4X(@+hc)+9X%xG Equacéo (7)

Onde E representa Energia (kcal/100 g), p a massa de proteina, hc a massa de hidratos de

carbono e G a massa de gordura, todas estas expressas em g/100g.
3.7.1.2. Acucares livres

Os acucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), conforme descrito por Barros et al.
(2013) com algumas modificagdes. Cada uma das amostras de sopa (1 g, pé resultante apos a

analise de gordura) foi enriquecida com melezitose como padréo interno (Pl, 5 mg/mL) e foi
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extraida com 40 mL de etanol aquoso 80%, a 80 °C num banho com agitacdo, durante 1h30
min. A suspensdo resultante foi centrifugada (centrifuga refrigerada Centorion) a 15,0009
durante 10 min. O sobrenadante foi concentrado a 60 °C sob pressdo reduzida; os vestigios de
gordura foram removidos utilizando trés lavagens sucessivas com 10 mL de éter etilico. Apos
a concentragdo a 40 °C, os residuos solidos foram dissolvidos em agua para um volume final
de 5 mL. Os acucares foram determinados usando um sistema de HPLC (Knauer, sistema
Smartline) acoplado a um detetor de R1 (Knauer Smartline 2300), com uma coluna 100-5 NH>
Eurospher (4,6x250 mm, 5 mm, Knauer). A fase mdvel foi acetonitrilo/dgua desionizada, 70:30
(v/v) com um caudal de 1 mL/min, operando a 35°C. A identificacdo dos acucares foi feita
comparando os tempos de retencdo relativos dos picos das amostras com padrdes, utilizando a

metodologia do padrdo interno. Os resultados foram expressos em g por 100 g de sopa seca.
3.7.1.3. Acidos gordos

Os é&cidos gordos foram analisados no residuo seco obtido pela extragdo em Soxhlet
das sopas e analisados por GC-FID (GC modelo DANI 1000), como descrito anteriormente na
seccao 3.4.8. Os resultados foram processados usando o software CSW 1,7 (DataApex 1,7) e

expressos em percentagem relativa de cada acido gordo.

3.8. Analise das propriedades citotoxicas

As sopas (8 g) contendo particulas com e sem ergosterol (SPCE e SPSE,
respectivamente) foram extraidas com metanol (200 mL), sob agitacdo magnética durante 1
hora e submetidas ao processo de filtracdo, re-extracao e evaporacdo como descrito na seccao

3.4.2. Posteriomente foram avaliadas quanto a atividade citotdxica em células ndo tumorais.

As amostras extraidas a partir das sopas SPCE e SPSE foram dissolvidas em
dimetilsulféxido (DMSO), obtendo solu¢Ges com concentragdes finais de 100 mg/mL, que
foram submetidas a quatro diluic@es sucessivas numa gama de concentra¢@es de 0,3125 até 5

mg/mL. Sendo estas analisadas conforme descrito na sec¢do 3.4.9.

3.9. Andlise estatistica

Os ensaios descritos foram realizados utilizando trés amostras e todos os ensaios foram
realizados em triplicado. Os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrao

(DS). Os resultados foram analisados através do teste-t Student de forma a determinar as
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diferengas significativas entre duas amostras diferentes, com p = 0.05. Este tratamentos
estatisticos foi efetuado utilizando o programa SPSS v. 23.0.

3.10. Anélise da redispersibilidade das dispersfes desidratadas e sopas produzidas

A redispersdo das microesferas e das sopas produzidas foi testada por mistura de 5,28
g das microesferas (PCE e PSE) em 10 mL de agua destilada, tentando reproduzir a razdo fase
6leo/fase aquosa utilizada para a emulsdo primaria; e 1,32 g de sopa em p6 (SPCE e SPSE) em
20 mL de 4gua destilada. As misturas permaneceram em agitacdo magnética durante 15 minutos
a temperatura ambiente, sendo o tamanho das goticulas formadas avaliado por microscopia

optica (Nikon Ni-U) com uma ampliacdo de 40x.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1. Selecdo das variaveis significativas para a producdo das emulsdes no delineamento
experimental fatorial fracionario

Inicialmente foi realizado um delineamento fatorial fracionario para avaliar quais
variaveis envolvidas na producdo da emulsdo que apresentavam efeito significativo nas
respostas definidas: diametro médio e PDI. Na Figura 3 podem ser observadas as imagens das
goticulas das emuls6es produzidas. Na Tabela 8 encontram-se descritos os resultados relativos
as medidas de diametro médio (Dmedio) € indice de polidisperséo (PDI).

Figura 3. Imagens de microscopia 6tica das emulsdes produzidas de acordo com as condigdes
experimentais do delineamento fatorial fracionario. Aumento de 40x.

Tabela 8. Condicdes experimentais do delineamento experimental fatorial fracionario 3¢ e resultados
obtidos para diametro médio (Dmedio) € indice de polidispersdo (PDI).

Experiéncia Td (min) %MD Cglré%a(;)m Dmédio (LM) PDI
1 5 20 10 5,39 0,74
2 5 30 30 11,36 1,04
3 5 40 20 4,11 0,57

46



4 10 20 10 4,98 0,57
5 10 30 30 7,13 0,39
6 10 40 20 6,56 0,35
7 15 20 10 3,78 0,33
8 15 30 30 5,32 0,70
9 15 40 20 4,46 0,37
10 10 30 20 4,98 0,49
11 10 30 20 4,41 0,53

Ao observar as emuls6es produzidas (Figura 3), verifica-se que se trata de um sistema
polidisperso, ou seja, as gotas formadas possuem uma distribuicdo de tamanhos variados. Nas
experiéncias correspondentes a uma carga em 0leo inferior, ou seja 10% (experiéncias 1, 4 e
7), existe uma populacdo menor de gotas, conforme esperado. A tendéncia de haver menor
chance de coagulacdo das gotas, pelo menor nimero de choques provaveis entre as mesmas,
leva a um controle melhor do tamanho médio (LEIMANN et al., 2009b), sendo estes mais
homogéneos, o que se reflete nos resultados de PDI, uma vez que valores de PDI inferiores
indicam distribuicGes de tamanho mais estreitas, portanto mais homogéneas (VEIGA et al.,
2016). De acordo com Bachtsi et al. (1996), em geral, o didmetro médio das gotas numa
dispersdo liquido-liquido é determinado pelo balanco entre as forcas turbulentas que tendem a
provocar a quebra destas, a tensdo interfacial e as forcas viscosas que tendem a manter as gotas

unidas, ou seja provicar a sua coaléscencia.

A média de tamanho das goticulas manteve-se, na maioria dos casos, entre 3 € 7 pum,
contudo para a experiéncia 2 o didametro médio obtido foi de 11,36 um, além do maior valor de
PDI (1,04), indicando a distribuicdo de tamanhos mais larga entre todas as amostras analisadas.
Este efeito pode ser atribuido tanto ao elevado valor de carga em 6leo utilizado quanto ao baixo

tempo de disperséo.

Os resultados relativos a analise de variancia (ANOVA) dos dados de Dmedio € PDI
estdo apresentados na Tabela 9. Na Figura 4 estdo apresentados os diagramas de Pareto para

as respostas Dmedio € PDI.
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Tabela 9. Anéalise de Variancia (ANOVA) dos resultados referentes ao Dmedio € PDI.

Dmédio

r Q QM p-val
(Td min) 8,917
2 (MD %) ,
(carga em 6l ) 18652 1 18652 0,030*
TTTTT
|
or Q QM p
(Td min) 0,155 045*
2 (MD %) ,
(cargae )
TTTTT
q Quadrado médio (QM); *p-valor: indi g (p )

m

Figura 4. Diagramas de Pareto para as respostas de Dmedio € PDI.

De uma forma geral verifica-se que os resultados da anélise de variancia corroboram

0s obtidos com a analise do diametro das goticulas e o PDI, sendo somente significativos (p <
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0,05) os efeitos da carga em 6leo (X3) para o primeiro resultado e somente o tempo de dispersdo

(X1) para o segundo.

4.2. Modelagdo matematica do didmetro médio das goticulas mediante um delineamento
composto central rotacional

A partir destes resultados definiu-se um novo delineamento experimental
considerando somente os fatores carga em 6leo (%, X2) e tempo de dispersdo (min, X1). O
delineamento composto central rotacional conduziu aos resultados de diametro médio e PDI
apresentados na Tabela 10. As imagens das emulsdes obtidas, analisadas por microscopia Otica,

estdo apresentadas na Figura 5.

Tabela 10. Condigdes experimentais do delineamento composto central rotacional e resultados obtidos
para didmetro médio (Dnmedio) € indice de polidisperséo (PDI).

Experiéncia Td (min) Carga em Dmedio (LM) PDI
6leo (%0)
1 5 10 3,82 0,20
2 5 30 7,53 0,20
3 15 10 5,20 0,22
4 15 30 5,59 0,30
5 2,95 20 6,09 0,21
6 16,41 20 6,36 0,16
7 10 59 3,64 0,21
8 10 34,1 5,85 0,18
9 10 20 7,50 0,24
10 10 20 6,31 0,14
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Figura 5. Imagens de microscopia 6tica das emulsdes produzidas de acordo com as condigdes
experimentais do delineamento composto central rotacional. Aumento de 40x.

Né&o foi possivel construir um modelo experimental baseado nos resultados de PDI

pois 0 mesmo nado descreveu de forma significativa os resultados, sendo desta forma rejeitado.

Com os resultados de Dmedio foi possivel obter um modelo experimental estando os resultados

obtidos para os coeficientes de regresséo apresentados na Tabela 11.

Tabela 11. Coeficientes de regressdo obtidos para 0 modelo de Dmgdio.

Coeficientes

bo

b
by?

b2
b,?
bib,

6.90453
-0.02419
-0.32691
0.90143
-1.06650
-0.83113

p-valor
0.000036
0.895011
0.224372
0.006350*
0.009417*
0.026907*

*p-valor:

indica significanica (p < 0,05)
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Com a anélise do p-valor dos coeficientes de regressao, percebe-se que apresentaram
significancia na reposta do modelo em questdo os coeficientes linear e quadratico da carga em
6leo (b2 e by?) e a interagdo entre o tempo de dispersdo e a carga em 6leo (bib2). Os demais
coeficientes foram mantidos no modelo, uma vez que a sua eliminacao reduziu a sua capacidade
de previsdo. O efeito da carga em 6leo foi positiva para o didmetro das goticulas, indicando que
com 0 seu aumento, um aumento no diametro médio também deve ocorrer. Adicionalmente, 0
efeito quadratico negativo da carga em 0leo indica uma curvatura na superficie de resposta,

com ponto de maximo.

Tabela 12. ANOVA para o delineamento composto central rotacional do modelo de Dmgdio.

Resposta \/F;rri];igiz SQ GL QM Fealc Ftab p
Regresséo 14,5630 5 2.9126 12,2917 6,2561 0,015350
Residuo 0,9478 4 0,2370
Falta de ajuste 0,235 3 0,0783 0,1099  215,7073  0,943079
Erro puro 0,713 1 0,7128
Dmedio
Total 15,511 9
Coeficiente de determinacédo R? 93,89
Coeficiente de determinacéo ajustado R2adj 86,25
Desvio padrdo da estimativa Dp 0,4861

Com relacdo a ANOVA (Tabela 12), os valores de coeficientes de determinacao (R?)
e determinagao ajustado (RZ%g), indicam que um modelo quadratico representa bem a relagéo
entre os efeitos e a resposta. Pode-se perceber também que o modelo proposto € estatisticamente
significativo e preditivo, ao nivel de 95% de confianca, uma vez que o valor de F (calculado)
para a relacdo de regressdo é pelo menos 2 vezes superior ao F (tabelado) (SNEDECOR,;
COCHRAN, 1967). Adicionalmente, 0 modelo ndo apresentou falta de ajuste significativo (p
> 0,05).

O modelo quadratico obtido para a variavel de resposta diametro médio das gotas em
funcdo das variaveis (valores codificados) e interacdes que se mostraram significativas, esta

representado na Equacéo (8). Os coeficientes de regressdo sdo apresentados na Tabela 11.
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Y = 6,900453 — 0,02419 x X; — 0,32691 x X + 0,90143 x X, — 1,06650 X X2
—0,83113 x X; X X,
Equacdo (8)

A Figura 6 mostra 0 comportamento do didmetro médio das gotas em comparagao
com o previsto (calculado) pelo delineamento. A partir dos resultados obtidos pela geragéo do
modelo matematico, apresenta-se na Figura 7, o gréafico de contorno para a varia¢do da carga

em Oleo versus tempo de dispersédo tendo 0 Dmedio COMO resposta.
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Figura 6. Comparacao entre os valores observados versus previstos para a variavel Dmedio.
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Figura 7. Superficie de resposta de Dmedio em fungédo do tempo de dispersdo (X1) e carga em
6leo (X2)

Observa-se que foi possivel obter uma boa concordéncia entre os valores observados
e previstos pelo modelo, além de uma distribuicdo aleatoria dos pontos, indicando que este pode
ser utilizado para prever valores de didametro medio dentro da gama experimental avaliada.

O efeito significativo da interacdo entre a carga em 6leo e o tempo de dispersao, além
do efeito quadratico significativo da carga em 6leo, geram um comportamento nédo linear na
superficie de resposta, como ilustrado na Figura 7. Soleimanpour, Koocheki e Kadkhodaee
(2013) avaliaram as influéncias da concentracao de estabilizante e 6leo no tamanho de goticula
formado. Constatou-se que concentracGes elevadas de dleo e concentracbes baixas de
emulsionantes originam gotas de tamanho superior. Este efeito do aumento do tamanho de
goticula com o aumento da fracdo de volume de 6leo foi explicado pelo intensificacdo da
frequéncia de colisdo entre as goticulas, 0 que incrementa a taxa de floculacdo. O efeito foi
também observado por Carpenter e Saharan (2017). De acordo com Tonon et al. (2012), com o
aumento do conteudo de 6leo, mantendo a quantidade de material de parede constante (tal como
0 caso do presente trabalho), a quantidade de maltodextrina pode néo ter sido suficiente para
cobrir/proteger completamente as goticulas, levando a coalescéncia destas e, assim, resultando
na formacdo de goticulas maiores. Os autores sugerem também outra possivel causa,

nomeadamente relacionado com o fato de o homogeneizador utilizado néo ser eficiente para
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produzir emulsdes homogéneas com elevado teor de 6leo. Este comportamento pode estar
relacionado com o efeito combinado do tempo de disperséo e carga em 6leo que apresenta um
efeito negativo no diametro das gotas. Assim, para tempos baixos e teores de 6leo elevados na
emulsdo, 0 homogeneizador pode ndo possuir capacidade de reduzir suficientemente o didmetro
das goticulas tornando-se estas instaveis. Porém, se o tempo de dispersdo for aumentado,
mesmo com um teor elevado de dleo, € de esperar que se formem goticulas com didametros

baixos.
4.2.1 Validagéo experimental do modelo matematico

Procedeu-se a validacdo experimental do modelo matematico obtido, com a escolha
de trés pontos experimentais localizados em regifes diferentes do conjunto experimental
estudado. Na Tabela 13 apresentam-se 0s pontos selecionados para a validacédo, os intervalos
de confianca gerados durante a analise de desejabilidade no software Statistica bem como o0s
resultados experimentais para Dmedio das goticulas. No que respeita ao didmetro médio das
goticulas das emulsbes preparadas para a validacdo deste modelo, o registro das respetivas

imagens encontra-se reunido na Figura 8.

Tabela 13. Resultados obtidos para diametro médio (Dmedio).

Dmédio

L . Cargaem Intervalo de confianca experimental
Experiencia Td (min) 6le0 % Drmédio (jum) (um)
Vil 12 25 0,22 < 6,86 < 13,49 6,46
V2 14 32 0,56 < 5,42 < 14,18 6,39
V3 7 15 0,53 < 5,84 < 12,20 6,64

Figura 8. Imagens de microscopia 6tica das emulsdes produzidas de acordo com as condi¢des
experimentais do delineamento composto central rotacional. Ampliacdo de 40x.
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Os resultados obtidos com as experiéncias de validacao forneceram respostas validas
quanto as interacdes entre os parametros em estudo (Td e carga em 0leo), dentro do intervalo
de confianca determinado. Isto significa que outras emulsdes podem ser desenvolvidas sob as
condigdes apresentadas no trabalho sendo que o modelo pode ser usado na previsao da resposta.

4.3. Desidratacao das emulsdes pela técnica de spray drying

4.3.1. Rendimento do processo e eficiéncia de encapsulacéo

O rendimento do processo (R) é caracterizado pela relagdo entre a massa obtida ap6s
atomizacao relativamente a massa inicial, sendo um parametro que quantifica a perda global de
material durante o processo de atomizacdo. O valor obtido foi de 36,8 e 21,2% para as
microesferas com e sem ergosterol, respectivamente. A eficiéncia de encapsulacéo (EE) obtida
no presente trabalho, para as microesferas incorporando ergosterol, foi de 4,46%. Esta medida
representa a percentagem de principio ativo (ergosterol) que foi encapsulado durante o processo

de atomizacao.

A baixa eficiéncia de encapsulagéo obtida pode ser justificada pelo facto do ergosterol
apresentar afinidade com a fase 6leo e com a fase aquosa (embora limitada), fazendo com que
este possa ndo ter sido totalmente incorporado na fase Oleo ficando exposto na superficie
externa das microesferas, sendo entdo perdido na fase do processo de desidratacdo por spray-
drying.

Alguns autores relatam também que a baixa eficiéncia de encapsulacdo pode ser
proveniente de diversos fatores como: o tipo de material de parede, as propriedades dos
materiais do nucleo (concentracdo, volatilidade), as caracteristicas do material, a emulsdo
primaria (solidos totais, viscosidade, tamanho das goticulas) e as condi¢Ges do processo de
secagem (tipo de atomizacdo, temperatura do ar de entrada, fluxo de ar, humidade). Assim, é
também relavante fazer uma otimizacdo do processo de desidratacdo, de forma a obter uma
maior eficiéncia (JAFARI et al., 2008b).

4.3.2. Quantificacdo do ergosterol e avaliagdo da atividade citotoxica das dispersoes
desidratadas

As amostras obtidas a partir da extracdo das microesferas PCE e PSE, tal como obtido

na seccdo 3.4.2, foi caracterizado cromatograficamente quanto ao teor de ergosterol. A
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quantidade identificada nestes extratos foi obtida a partir da comparacéo entre a area do pico
apresentado na Figura 9 e a do padrdo comercial, sendo o valor encontrado de 232+4 ug/g
extrato (ou aproximadamente 79+8 pug de ERG/g de microesfera PCE) para as microesferas
PCE. O valor tedrico adicionado &s emulsdes (1,77 mg/gssiides) para a obtencao das microesferas
PCE ndo condizem com o resultado verificado, o que pode indicar uma perda durante o

processamento, como relatado anteriormente para a eficiéncia de encapsulamento.
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Figura 9. Cromatograma obtido por HPLC-UV do extrato das microesferas contendo
ergosterol.

Adicionalmente, o extrato obtido a partir das microesferas PCE ndo apresentou
toxicidade para células ndo tumorais para concentracdo maxima testada (PLP2; Glsp > 15

mg/mL).
4.3.3. Caracterizacdo do tamanho de particula para as microesferas obtidas

As microesferas com ergosterol (PCE) e sem ergosterol (PSE) foram caracterizadas
relativamente ao tamanho de particula. As distribuicdes de tamanho de particula em volume e
em numero estdo apresentadas na Figura 10. Os dados foram expressos pelos seus respetivos
percentis D10, Dso € Doo, que correspondem, respectivamente, ao tamanho de particula maximo

correspondente a 10, 50 e 90% das particulas.

Os valores de D1o, Dso e Dgo para as distribui¢cbes em volume e nimero estdo reunidos
na Tabela 14.
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Figura 10. Distribuicdo do tamanho de particula das microesferas obtidas pela técnica de
spray drying. Distribuicdo em volume para as microesferas com (PCE) e sem ergosterol
(PSE) (A) Distribuicdo em numero para as microesferas com (PCE) e sem ergosterol (PSE)

(B).

Tabela 14. Valores de D1o, Dso € Dgo Obtidos para as distribui¢oes em volume e em nimero do tamanho
de particula.

Dio(pm) Dso(pum) Doo(pm)
PCE 2,68+0,01 6,49+0,09 64,3+24.4
Distribui¢do em volume
PSE 3,32+0,07 10,740,5 144+10
PCE 1,160+0,005 1,85+0,03 4,01+0,04
Distribui¢do em namero
PSE 1,17040,001 1,88+0,01 4,27+0,02

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao.

A partir da Figura 10A pode-se verificar que a distribuicdo de tamanho em ndmero é
semelhante para os dois tipos de microesferas (PSE e PCE), resultado também observado na
Tabela 14, onde aproximadamente 90% das microesferas possuem valores de até

aproximadamente 4 pm.

Ao analisar a distribuicdo em volume, as microesferas com ergosterol (PCE)
apresentaram um percentual maior de particulas no intervalo de 1 a 40 pum, comparativamente

com as microesferas sem ergosterol (PSE). Esses resultados indicam que houve um
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deslocamento do didmetro das particulas para tamanhos menores que 40 pum quando o
ergosterol foi adicionado a formulacdo, contudo também houve a formagdo de um pico entre
200 e 1000 um, que pode ser atribuido a aglomerados de particulas que ndo foram dispersados

durante a analise de tamanho de particula.
4.3.4. Andlise de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 11 apresentam-se os espetros de FTIR obtidos para os materiais de base e
para as dispersoes desidratadas com ergosterol (PCE) e sem ergosterol (PSE).
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Figura 11. Espetros de infravermelho obtidos para os materiais de base (ERG, Span 20, OG,
MD, Tween 20) e dispersdes desidratadas (microesferas PCE e PSE).

Pela analise do espectro de FTIR do ERG (Figura 11), registou-se a banda
caracteristica de estiramento simétrico de -CH, na faixa de 3000-2800 cm™ (CHEN; TRIPP,
2012), presente também nos matériais de base como o Span 20, 6leo de girassol (OG) e Tween
20, justificando a presenca desta banda nas microesferas produzidas (PSE e PCE),

diferenciando-se uma da outra apenas pela intensidade dos picos. As PCE apresentam o pico
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mais forte, por sofrer influéncia do ergosterol (ERG), intensificando o sinal desta banda
caracteristica. Este é um indicativo de que o ergosterol se encontra distribuido também na parte
externa das microesferas. Para alem disso, as microesferas PSE e PCE, apresentaram também
as bandas entre 1700 e 1750 cm™ referentes as vibragdes do grupo C=0, e entre 3000-3600 cm"

! relacionada com a vibrag&o por estiramento dos grupos hidroxilo.

O oleo de girassol (OG) apresentou picos de absor¢do comuns para triglicerideos,
componente principal das gorduras e 6leos comestiveis. A faixa a 3007 cm™ é atribuida a
vibracdo de alongamento de =C—H. Foram também observadas absor¢des fortes na regido de
3000-2800 cm™ associada as vibragbes por estiramento dos C-H, tal como descrito
anteriormente. Os grupos metileno (-CHz) e metil (-CHs) sdo observados a partir das suas
vibragBes de alongamento nas frequéncias de 2922 e 2853 cm™, respectivamente. O pico
intenso em torno de 1750 cm™ deve-se a vibragdo de alongamento da ligacdo dupla
C=0. Deformagéo e flexdo dos C—H e alongamento da vibragdo C—O resultam em picos na
regido de 1500-650 cm™* (GURDENIZ; TOKATLI; OZEN, 2007).

Em relacdo a maltodextrina, as principais caracteristicas a assinalar correspondem as
bandas registradas a 1000 cm™, caracteristicas dos anéis de anidroglucose (estiramento); na
gama 800-1500 cm™ relacionadas com a ligagdo C—O (estiramento); entre 2800-3000 cm™
referente a deformagcéo das ligagdes C—H e por fim entre 3000-3600 cm™ relacionada com a

vibragdo por estiramento dos grupos hidroxilo.
4.3.5. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

O comportamento térmico da amostra foi estudado por DSC sendo os resultados

apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Curvas DSC da microesfera com ergosterol (PCE) e sem ergosterol (PSE),
maltodextrina (MD) e ergosterol em p6 98% (ERG).

Para o ergosterol (ERG), o pico endotérmico que aparece na curva de DSC, indica a
temperatura de fusdo cristalina a 157,6 °C, que tal como relatado por Barreira, Oliveira e
Ferreira (2014) se mantém entre 161-166 °C. No termograma que representa as microesferas
PCE, o ponto de fusdo do ERG né&o foi observado, apesar dos resultados de FTIR indicarem
que ha possibilidade de o ergosterol estar localizados na parte externa das microesferas. Este

efeito possivelmente se deve a baixa concentracdo de ergosterol na amostra.

Avaliando os termogramas obtidos por DSC, podemos verificar também que entre a
MD e as microesferas (PCE e PSE), se observa que ha uma transi¢do endotérmica em comum,
(temperaturas em torno de 97,9, 105,4 e 98,9 °C, respectivamente). Tal transicdo endotérmica
pode ser associada a perda de dgua presente nas respectivas amostras, como também observado
por (MULLER, 2011). Adicionalmente pode verificar-se que o processo de obtencdo das
microesferas por spray drying ndo interfere no comportamento térmico da maltodextrina, como
pode também ser observado pelas transi¢cdes térmicas adicionais (temperatura de 263,1 °C que

se mantem muito préxima das temperaturas de 261,3 °C e 263,8 °C, da PCE e PSE,

respectivamente).
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4.3.6. Determinacédo da oxidacao lipidica do 6leo extraido das microesferas

Da analise dos espectros obtidos para os 6leos extraidos a partir das microesferas, com
e sem ergosterol (PCE e PSE, Figura 13), em comparacdo com o espectro do 6leo de girassol
utilizado para a producdo das emulsdes, nota-se uma semelhanca entre os picos encontrados.
Guillén e Goicoechea (2007) detectaram-se num estudo sobre a oxidacéo priméria e secundaria
do dleo de girassol durante o armazenamento, que as bandas de maior significancia obtidas por
FTIR estdo proximas a 3471, 1746 e 988 cm™. Sendo a primeira caracterizada pelo aumento da
intensidade da banda devido a absorcdo de hidroperoxidos gerados durante o processo de
oxidacdo; ja a diminuicdo da frequéncia da banda perto de 1746 cm™ em 6leos oxidados, é
atribuida ao aumento da concentracdo de aldeidos como resultado do grau mais elevado de
oxidacdo; e a terceira banda pode indicar a presenca de ligacdes duplas trans, trans e/ou
cis,trans-conjugadas associadas a produtos de oxidacdo. Contudo, esta banda ndo é apreciavel
ou esta totalmente ausente nos espectros de dleo de girassol ndo oxidado, como descrito pelos

autores.

Assim, tal como observado pela Figura 13, observa-se uma pequena alteracdo na
banda proxima a 988 cm™ para o espectro do 6leo PSE, porém ndo ha evidencia das outras
bandas caracteristicas da oxidacao lipidica, indicando a efetiva protecao do 6leo nas dispersdes

desidratadas produzidas.
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Figura 13. Espetros de infravermelho obtidos para os 0leos extraidos das microesferas (6leo
PCE e PSE) e para o 6leo de girassol.
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Adicionalmente, foi determinado o perfil em acidos gordos (expresso em percentagem
relativa) dos Oleos extraidos das microesferas obtidos por anélise por cromatografia gasosa
(GC-FID). Sendo apresentados também as percentagens de acidos gordos saturados (SFA),
monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA). Verifica-se pela Tabela 15, que os 6leos
extraidos apresentam um alto teor de &cidos gordos polinsaturados (67,2 e 67,76%, PUFA), tal
como esperado, uma vez que o 6leo de girassol é rico neste perfil de &cidos gordos; seguindo-
se 0s acidos gordos saturados (SFA) com valores entre 17,15 e 16,63% e, por ultimo, 0s
monoinsaturados (MUFA) na gama de 15,59 e 15,62%. Entre os acidos gordos identificados,
os mais abundantes foram o &cido linoleico (C18:2n6c), acido oleico (C18:1n9c) e acido
palmitico (C16:0), com valores variando de 66,74 a 67,32%, 15,22 a 15,24% e 7,10 a 7,11%,
respectivamente. Sendo o acido mais abundante encontrado o &cido linoleico, muito conhecido

por promover caracteristicas nutricionais e biologicas de alta qualidade.

Os valores da composicdo em acidos gordos encontrados no presente estudo, sdo
préximos dos apresentados por Gunstone (1996), que estabelece para os 0Oleos de girassol,
valores de 11% de &cidos gordos saturados, 20% de acidos gordos monoinsaturados e 69% de
acidos gordos polinsaturados. De uma forma geral os resultados obtidos destacam os beneficios
da encapsulacdo para a diminuicdo dos fendmenos de oxidacao lipidica.

Foi encontrada uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,05) para a maioria
dos acidos gordos identificados nas duas amostras analisadas. Contudo, estas alteracbes ndo
promoveram a ocorréncia de oxidacao lipidica, em ambos os casos estudados, com e sem adicao

do ergosterol.

Tabela 15. Composicdo em acidos gordos dos 6leos extraidos das microesferas (médiatdesvio-

padréo).
Valor
de
PCE PSE o5 tept_
Student!

C8:0 0,7120,02 0,64+0,02 0,003
C10:0 0,48+0,03 0,44+0,01 0,018
C11:0 0,03120,001 0,025+0,002 0,002
C12:0 3,240,1 2,86+0,04 0,001
C14:0 1,2240,02 1,10+0,03 0,001
C15:0 0,025+0,001 0,027+0,001 0,026
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0,992

C16:0 7,1120,02 7,120,1
C16:1 0,19+0,01 0,189+0,004 0,004
C17:0 0,055:0,004 0,055£0,001 1,000
C17:1 0,041+0,002 0,041+0,001 1,000
C18:0 3,1520,01 3,15040,003 1,000
C18:1n9c 15,24+0,03 15,22+0,03 0,303
C18:2n6t 0,03840,001 0,0330,001 0,001
C18:2n6c¢ 66,7+0,1 67,340,2 0,002
C18:3n3 0,1520,01 0,15+0,01 0,661
C20:0 0,2+0,1 0,201+0,001 0,158
C20:1 0,1420,01 0,141£0,003 0,026
C20:2 0,054+0,001 0,077+0,001 <0,001
C22:0 0,58+0,02 0,620,1 0,048
C22:2 0,246+0,001 0,172+0,004 <0,001
C23:0 0,4120,01 0,430,01 0,005
SFA 17,240,2 16,640,2 0,008
MUFA 15,62+0,03 15,59+0,03 0,236
PUFA 67,240,1 67,8+0,2 0,004

Valores expressos em percentagem relativa. Os resultados sdo expressos como médiatamplitude. SFA saturated
fatty acids (&cidos gordos saturados); MUFA monounsatured fatty acids (acidos gordos monoinsaturados); PUFA
polyunsatured fatty acids (&cidos gordos polinsaturados). PCE: particula com ergosterol; PSE: particula sem
ergosterol; SPCE: sopa contendo particula com ergosterol; SPSE: sopa contendo particula sem ergosterol. 'Se o
valor de p for inferior a 0,05, o par@metro correspondente apresenta diferencas significativas entre as amostras.

Ishido et al. (2002) avaliaram o processo de oxidagdo em microcépsulas preparadas
por spray drying, a partir de uma emulsdo fina contendo acido linoleico e maltodextrina, com
diferentes diametros de gotas de 6leo. E relataram que a microcapsula preparada a partir da
emulsdo com menor diametro (0,604 um) foi mais resistente a oxidacdo, evidenciando a
vantagem da desidratacdo de uma formulacdo de emulsdo com didmetros de gota menores,

como no presente trabalho.

4.4. Incorporacao das dispersdes desidratadas nas formulacgdes de sopas instantaneas

As disperses solidas produzidas na seccdo 3.3 (PCE e PSE) foram incorporadas em
formulacGes de sopas instantaneas (designadas por SPCE e SPSE, respetivamente). As
formulagbes produzidas foram caracterizadas e o seu perfil nutricional comparado,
nomeadamente quanto ao nivel de macronutrientes, energia, aglcares soltveis e acidos gordos.
Adicionalmente realizou-se uma analise detalhada dos produtos obtidos para verificar se 0s

mesmos apresentavam citotoxicidade.
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4.4.1. Avaliacdo nutricional das formulagdes de sopas instantaneas

Na Tabela 16 apresentam-se os perfis nutricionais e energéticos (por 100 g de produto)
das amostras de sopas instantaneas produzidas. Nutricionalmente, os hidratos de carbono
correspondem a fragdo maioritaria (81,55 a 81,9 g/100g); as proteinas apresentaram uma
variacdo de 9,4 a 9,7 g/100g, seguidas da gordura (4,8 a 5,16 g/100g) e cinzas (3,5 a 3,89
0/1009).

Pela analise dos acucares livres, o aglcar que estd em maior concentracao nas amostras
analisadas € a glucose, com valores variando de 5,48 a 5,5 g/100g, seguindo-se a frutose (4,09
a 4,10 g/100g), sacarose (3,03 a 3,02 g/100g), rafinose (1,03 a 1,04 g/100g) e trealose (0,577 a
0,623 g/100g). Em geral, nota-se que entre 0s aclcares encontrados nas amostras analisadas, a
sopa que contém ergosterol (SPCE) apresentou uma quantidade de agucares totais (14,2 g/1009)
muito semelhante a sopa sem ergosterol (SPSE, 14,3 g/100g). O mesmo se nota em relacéo aos
restantes parametros nutricionais juntamente com o valor energético. Sendo encontradas
diferencas significativas (p<0,05) apenas na quantidade de trealose, porém este valor nédo

compromete alteracdes da qualidade funcional ou nutricional do produto final.

Tabela 16. Perfil nutricional e energético das amostras de sopa de vegetais instantanea.

Hidratos
Amostra Gordura Proteinas Cinzas de Frutose  Glucose Sacarose Trealose Rafinose  Energia
(0/100g)  (9/100g) (g/100g) Carbono  (g/100g) (g/100g) (g/100g) (9/1009) (9/100g) (kcal/100g)
(9/1009)

SPSE 48+0,1 9,7#0,2 35+0,1 81,9+0,5 4,09+0,02 5,5+0,1 3,03+0,03 0,623+0,002 1,04+0,01 410,3+0,8

SPCE 5,16%0,03 9,4+0,1 3,89+0,08 81,55+0,02 4,10+0,01 5,48+0,01 3,02+0,03 0,577+0,003 1,03+0,03 410,2+0,5
Valor de

p teste t- 0,005 0,001 0,006 0,105 0,309 0,319 0,568 <0,001 0,546 0,939
Student!
Os resultados sdo expressos como média + desvio padrdo. SPCE: sopa contendo microesfera com ergosterol; SPSE: sopa

contendo microesfera sem ergosterol. !Se o valor de p for inferior a 0,05, o pardmetro correspondente apresenta diferencas

significativas entre as amostras.

Estes resultados foram também comparados com a composic¢ao nutricional de sopas
instantdneas encontradas atualmente no mercado, cuja formulagdo mais se assemelhava a

utilizada no presente trabalho (Tabela 17).

64



Tabela 17. Composicéo nutricional das sopas de vegetais instantdnea comerciais por 100 g de produto.

Informacao nutricional

(a) Porcao: 20 g de sopa de vegetais instantanea (total de 4 porcdes) e 250 mL de agua

Valores nutricionais médios Por 100 g
Energia (kcal) 350
Lipideos (g) 9
Hidratos de carbono (g) 55
Proteinas (g) 11,5

(b) Porgdo: 15,75 g de sopa de vegetais instantanea (total de 4 porcdes) e 250 mL de 4gua

Valores nutricionais médios Por 100 g
Energia (kcal) 336,5
Lipideos (g) 6,3
Hidratos de carbono (g) 55,9
Proteinas (g) 8,2

Verificou-se que as sopas formuladas neste estudo apresentaram valores de proteinas
relativamente similares; uma diminuicao no teor de lipideos e maior teor de hidratos de carbono
e energia (410,2 e 410,3 kcal/100g de produto, para as formulacdes SPCE e SPSE,

respetivamente).

A Tabela 18 mostra a composi¢do em &cidos gordos (expresso em percentagem
relativa) obtidos por anélise de GC-FID, e as percentagens totais de &cidos gordos saturados
(SFA), monoinsaturados (MUFA) e polinsaturados (PUFA).

Entre os acidos gordos identificados, o acido linoleico (C18:2n6¢c) e o &cido oleico
(C18:1n9c) foram os mais abundantes para as duas amostras analisadas, com valores entre
65,95-67,33% e 13,43-15,24%. O acido gordo saturado maioritario corresponde ao acido
palmitico (C16:0) que varia de 8,87 a 9,17%.
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As pequenas variacOes da percentagem de alguns &cidos gordos fez com que fossem

detetadas diferencas estatisticamente significativas entre as amostras, porém na pratica tais

valores ndo promovem alteracdes do produto final.

Tabela 18. Composicao em acidos gordos dos produtos finais analisados (médiatdesvio-padrao).

Valor de p

SPCE SPSE teste t-
Student!

Cs8:0 0,061+0,001 0,08+0,01 <0,001
C10:0 0,099+0,001 0,073+0,001 <0,001
C11:0 0,030+0,001 0,035+0,001 <0,001
C12:0 0,47+0,01 0,42+0,01 0,005
C13:0 0,044+0,001 0,033+0,001 <0,001
C14:0 0,49+0,01 0,390+0,004 <0,001
C15:0 0,119+0,002 0,115+0,001 0,028
C16:0 9,240,1 8,87+0,01 0,001
Ci16:1 0,198+0,001 0,173+0,004 <0,001
C17:0 0,127+0,003 0,123+0,001 0,019
Ci7:1 0,054+0,002 0,028+0,001 <0,001
C18:0 3,68+0,01 3,441+0,001 <0,001
C18:1n9c 13,45+0,02 13,434+0,004 <0,001
C18:2n6t 0,17+0,01 0,147+0,004 0,128
C18:2n6¢ 65,940,1 66,43+0,02 0,001
C18:3n6 0,033+0,001 0,073+0,005 <0,001
C18:3n3 3,96+0,01 4,15+0,01 <0,001
C20:0 0,285+0,004 0,252+0,002 <0,001
C20:1 0,14+0,01 0,138+0,001 0,065
C20:2 0,072+0,001 0,08+0,01 0,027
C22:0 0,63+0,02 0,629+0,005 0,468
C22:2 0,284+0,002 0,328+0,001 <0,001
C23:0 0,53+0,01 0,56+0,01 0,004
SFA 15,740,1 15,024+0,005 <0,001
MUFA 13,84+0,01 13,77+0,01 <0,001
PUFA 70,440,1 71,206+0,002 <0,001

Valores expressos em percentagem relativa. Os resultados sdo expressos como médiatamplitude. SFA saturated
fatty acids (acidos gordos saturados); MUFA monounsatured fatty acids (acidos gordos monoinsaturados); PUFA
polyunsatured fatty acids (acidos gordos polinsaturados). SPCE: sopa contendo particula com ergosterol; SPSE:
sopa contendo particula sem ergosterol. *Se o valor de p for inferior a 0,05, o pardmetro correspondente apresenta
diferencas significativas entre as amostras.
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4.4.2. Avaliacdo das propriedades citotoxicas da sopa de vegetais instantanea incorporada

com as microesferas

Relativamente a atividade citotoxica, os valores foram expressos em Glso,
representamdo a concentragdo responsavel por 50% de inibicdo do crescimento celular.
Verifica-se que para as células ndo tumorais-PLP2 obtém-se um Glso > 15 mg/mL, concluindo
que nenhuma das sopas apresentou toxicidade para as células normais, para a maxima
concentracdo testada. Uma vez que nao apresentaram toxicidade em células ndo-tumorais, 0s
resultados sdo satisfatorios tanto para as microesferas obtidas quanto para as sopas, pois com a
concentracdo de ergosterol incorporada as sopas vegetais instantdneas ndo apresentam

toxicidade.

4.5. Redispersibilidade

Devido a alta tensdo de cisalhamento durante o processo de desidratacéo, é provavel
que ocorram alteracdes na estrutura da emulséo, com alguma coalescéncia ou fragmentacao das
goticulas de 6leo, que podem levar a um encapsulamento menos eficiente. A fim de estudar a
influéncia da desidratacdo por spray drying na reconstituicdo do tamanho das goticulas de 6leo,

realizou-se um processo de redispersdo das microesferas em agua.

A partir das imagens da Figura 14, nota-se que o tamanho das goticulas das
microesferas redispersas apresentam um tamanho relativamente semelhante ao das emuls6es
primarias, o que pode indicar que as emulsdes se mantiveram estaveis durante o processo de
desidratacdo. A mesma estabilidade pode ser observada para as sopas de vegetais que contém
as microesferas, pois estas mantiveram-se um sistema polidisperso e bem distribuido. A
capacidade de uma emulséao desidratada ser redispersa em agua, € uma propriedade importante
para a sua utilizacdo em formulacBGes de alimentos para preparacdo instantanea, como por

exemplo as sopas desenvolvidas no presente trabalho.

Dollo et al. (2003) relataram que o uso de maltodextrina (DE=12,6) a 10-30% com
caseinato de sddio como emulsificador originou emulsdes estaveis e microesferas secas que se
redispersaram reconstituindo as emulsGes originais (tamanho de goticula e distribuicdo de
tamanho semelhantes), em comparagédo com aqueles encapsulados apenas com caseinato de
sodio; indicando que a utilizagdo da maltodextrina como material de parede pode ter sido um
fator determinante para a eficiéncia da resdispersibilidade.
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Emulséo priméria Microesferas redispersas Sopas redispersas

PCE

PSE

Figura 14. Imagens de microscopia ética das emulsdes priméarias produzidas das microesferas
com e sem ergosterol (PCE e PSE) e suas respectivas redispersdes, e das sopas contendo as
PCE e PSE (SPCE e SPSE). Aumento de 40x.
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5. CONCLUSOES E TRABALHO FUTURO
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Neste trabalho foram produzidas dispersdes desidratadas em duas etapas: formacdo da
dispersdo priméria seguida da secagem pela técnica de spray drying. As emulsdes O/A
primarias foram formadas a partir de éleo de girassol e dois emulsionantes (Tween 20 e Span
20). A maltodextrina foi adicionada a fase agua tendo como funcéo proteger o 6leo originando
um produto final com aspecto seco (emulsGes desidratadas). Adicionalmente, foi preparada uma
formulacdo incorporada com ergosterol visando contribuir para o desenvolvimento de

alimentos funcionais que proporcionem aos consumidores efeitos benéficos a saude.

O estudo da formacéo da dispersdo primaria compreendeu o estudo de variaveis como o tempo
de dispersdo (Td), percentagem de MD na fase aquosa e carga em Oleo estabelecendo as
melhores condi¢des que foram posteriormente validadas experimentalmente, sendo que a
formulacdo com o valor mais promissor de carga em 06leo correspondeu ao teor de 32 %. Tal
visou adicionar uma quantidade adequada de Gleo, sem excesso de maltodextrina, mas
promovendo a obtencdo de um produto sélido. Este estudo revelou que o modelo matematico
obtido pode ser usado como forma de predigéo da resposta para formulacgao de outras emulsdes,
a partir dos parametros em estudo (Td e carga em 6leo), tendo o diametro médio de gota (Dmedio)

como resposta.

Adicionalmente, foi possivel observar a relacdo positiva entre o didametro médio das goticulas
e a carga em 0leo, conduzindo a um aumento do didmetro com o0 aumento da concentracao de
6leo. O efeito contrario foi observado com a interacdo tempo de dispersao e carga em 6leo, que
apresentou um efeito negativo. Em sintese, para tempos menores e maiores teores de 6leo,
obtiveram-se tamanhos de goticulas maiores. Porém, com aumento do tempo de disperséo, e

mesmo mantendo o teor de 6leo elevado, podem resultar em goticulas com didmetro menor.

A producdo de dispersdes desidratadas com etapa de secagem por spray drying foi realizada
com sucesso, tendo sido produzidos pds formados por microesferas esféricas e lisas com uma
distribuicdo de tamanho em nimero de até aproximadamente 4 um para 90% das mesmas.
Foram obtidos valores semelhante para os dois tipos de dispersdes desidratadas produzidas
(PSE e PCE). Contudo, as distribuicbes de tamanho em volume apresentaram algumas

diferencas.

Das analises quimicas/estruturais por FTIR, foi possivel verificar que parte do ergosterol

adicionado a formulacgéo se encontra distribuido na parte externa das microesferas, quer seja
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pela sua solubilidade limitada, ou pela insuficiéncia ou adequabilidade do emulsionante
utilizado para dissolvé-lo na fase 6leo. Esta hipdtese suporta o facto de se ter observado uma

baixa eficiéncia de encapsulacéo (EE).

Quando estudada a estabilidade da oxidacdo lipidica mediante anélise do 6leo extraido das
microesferas por FTIR verificou-se que ndo houve alteracdo das bandas principais
(comparativamente ao 6leo original) tendo-se concluido que ndo ocorreu oxidacdo lipidica.
Adicionalmente nédo se verificaram alteracdes significativas na composi¢do dos acidos gordos
identificados; concluindo que a técnica de producédo de dispersdes desidratadas é uma técnica

vantajosa para minimizacéo da oxidacao do 6leo.

Verificou-se ainda que as dispersdes desidratadas conduziram a reconstituicdo da dispersdo em
agua, isto é, apresentaram caracteristicas de redispersibilidade. Este fator é de extrema
importancia para a validacdo da utilizacdo desta tecnologia (producdo de dispersdes
desidratadas) para a producdo de ingredientes (6leos secos e/ou Gleos secos enriquecidos com
bioativos, por exemplo ergosterol) para incorporacdo em formulacBes de alimentos de

preparacdo instantanea.

As sopas instantaneas produzidas ndo revelaram citotoxicidade para células normais (néo-
tumorais) testadas, nomeadamente para as formulagdes contendo ergosterol. A composi¢édo
nutricional das duas sopas analisadas foi semelhante entre si e ndo diferiu muito da de

formulacGes comerciais tipicas atualmente no mercado.

Como trabalho futuro seria interessante proceder a estudos de incorporacdo de extratos ricos
em ergosterol, nomeadamente extratos de Agaricus bisporus nas formulagdes de emulsdes
desidratadas. Tal poderia superar a dificuldade encontrada quando se utilizou o ergosterol 98%.
A presenca de outras moléculas nos extratos ricos em ergosterol pode favorecer a encapsulacédo
do ergosterol, tal como relatado em outros estudos. Adicionalmente, o encapsulamento de
outras moléculas, juntamente com o ergosterol, pode resultar em efeitos sinérgicos

incrementando a bioatividade e efeitos benéficos para o consumidor.
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