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“Quando nada parecer dar certo, verei 0
cortador de pedras martelando sua rocha
por cem vezes, sem que uma Unica
rachada apareca. Mas na centésima
primeira martelada verei a pedra se
abrindo em duas partes, e eu saberei que
ndo foi aquela que conseguiu isto, mas
todas as que vieram antes.”

Jacob Rus (1849-1914)

“Um génio é 1% de inspiragdo e 99% de
transpira¢do”

Thomas Edison (1847- 1931)
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RESUMO

A tendéncia pela utilizagdo de corantes naturais em substituicdo dos corantes sintéticos
vem crescendo dia-a-dia devido aos beneficios que estes apresentam para a saude.
Contudo, é um grande desafio para a industria obter sistemas baseados em corantes
naturais que sejam estaveis, obter produtos com bons rendimentos e isentos de toxidade,
quando se visa a sua aplicacdo em matrizes alimentares. Existem diversas técnicas para a
estabilizacdo de corantes, como por exemplo a encapsulacéo, que consiste em revestir o
corante com uma matriz protetora a escala micro/nanométrica conferindo assim protecao
e maior vida util. Com o objetivo de produzir sistemas corantes para aplicacdo em
matrizes alimentares, neste trabalho foi selecionado o corante natural B-caroteno, que
fornece diversos beneficios para satde tais quais, atividade antioxidante e atividade pro-
vitaminica A. Foram comparados diferentes processos de micro/nanoencapsulacao,
nomeadamente spray congealing, homogeneizacao de alta pressdo (HAP) e disperséo a
quente. As vantagens e desvantagens de utilizacdo de cada uma das técnicas foi avaliada
e discutida. Os produtos obtidos foram caracterizados por microscopia oOtica (MOP),
microscopia electrénica (SEM) e tamanho de particula (disperséo de luz). Finalmente foi
realizado o teste numa matriz alimentar amplamente consumida e apreciada pelo
consumidor (maionese), a fim de avaliar a sua capacidade de solubilidade, de coloracédo
e de estabilidade durante um tempo de armazenamento de 15 dias. Com os resultados
obtido foi possivel relacionar o tamanho das particulas com seu poder de coloragdo e
estabilidade. Foi evidente a melhor solubilidade das microparticulas produzidas pelo
método de dispersdo a quente contendo 3% de emulsionante, assim como a sua
capacidade de coloracdo, permitindo atingir a tonalidade pretendida. Os resultados
obtidos permitiram também constatar a estabilidade da cor e dos parametros nutricionais

avaliados na mistura, ao fim de 15 dias de armazenamento a 6°C.

Palavras-chave: Corantes naturais; Estabilizacdo; Homogeneizacdo de alta pressao;

Dispersdo a quente; Spray congealing; Aplicacfes alimentares.



ABSTRACT

The trend towards the use of natural colorants as substitutes for the synthetic ones has
been increasing daily due to the benefits they present to health. However, it is a major
challenge for the industry to maintain stable systems based on natural colorants, in order
to obtain products at good yields and free of toxicity, when it is aimed their application
in food matrices. There are a number of techniques for stabilizing colorants, some referred
as encapsulation processes, which consist in coating the colorant at micro/nanometric
scale with a protective film thus affording protection and longer shelf-life. In order to
produce colorant systems for application in food matrices, the natural colorant 3 carotene
was selected, which provides several health benefits such as antioxidant activity and pro-
vitamin A activity. Two different processes of micro/nanoencapsulation will be tested i)
high pressure homogenization and ii) spray congealing technique. The product of these
two techniques will be evaluated concerning the colorant power that will be correlated
with the obtained particle size obtained. Finally, tests will be performed in food matrices.
The present work intends to make the bibliographic review to support the theme and
define the main methodologies to be applied. The obtained products will be characterized
by optical microscopy (MOP), electron microscopy (SEM) and particle size (light
scattering). Finally, the test will be carried out on a food matrix widely consumed and
appreciated by the consumer (mayonnaise), in order to evaluate its solubility, staining and
stability during a storage time of 15 days. With the results obtained it was possible to
relate the size of the particles with their staining power and stability. The best solubility
of the microparticles produced by the hot dispersion method containing 3% emulsifier, as
well as its coloring ability, was evident, allowing the desired shade to be achieved. The
results also showed the stability of the color and the nutritional parameters evaluated in

the mixture, after 15 days of storage at 6°C

Key-words: Natural colorants; Stabilization; High-pressure homogenization; Spray

congealing; Food applications.

Vi



SUMARIO

AGRADECIMENTOS . ...t e e e e e e 1
RESUMO .t e e e e e e s e e e e e e e e s st ra e e e e e s anrees Vv
A B ST R A CT e e et e e e e e e e e e VI
SUMARIO ......ooiiieiiiiie ettt VIl
INDICE DE FIGURAS ...ttt e, IX
INDICE DE EQUAGOES........cooieeeeeeeeceeeeesteeeee st X1I
LISTADE ABREVIATURAS . ...ttt X1
1 MOTIVAQAO EOBIETIVOS ...t 1
1.1 OBIETIVOS GERAIS ....eiieiitiiieeeititeee e e aiiteta e e sttt e e e s et a e s abbae e e s s anbbe e e e s nnbaeeeesnntaeeas 1
1.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS .....etiiiiiiiiiiie ettt 1

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 3
2.1 ADITIVOS ALIMENTARES .....utiiiiiiiiiieesaitteaesassiteeeessntseaseassteeessssssaeeeesansneeessnnees 3
2.0 1 CORANTES ..tttite e e eittite e ettt e e e sttt e e e ekt e e e ettt e e e e st e e e e e e s tb e e e e e anbbe e e e s antaeaeeennnes 6
2.1.2  Corantes artifiCaiS .......coveereeiiiieiiieiie et 7
2.1.3  COrantes NALUIAIS ........ccivieiiieiiieiiiesiieesiee sttt be e nes 8

2.2 CAROTENOIDES ....ceuttieutiesitte sttt estee sttt et e et e st ettt e st e e bbb e st e et e et e ees 9
2.2.1  BrCArOtENO ... 11

2.3 SISTEMAS DE PROTEGCAO PARA ESTABILIDADE DE CORANTES........ccvvvirierninennn 12
2.3.2  Desenvolvimento de micro/nanoparticulas lipidicas solidas ................... 14
2.3.3  Spray CoNQGeAliNG .......cccvvieiiii et 14
2.3.4  Homogeneizador de alta PreSSa0 ..........ccveevvreiiireeiiiee e e ciee e siee e 15
2.3.5  DISPEISAD @ QUENTE ....cciuvieeieiiee it e et e site e s stee e e stee e sree e e ae e e s e e s raeearnee s 15

2.4 CERAS ..ottt ettt ettt 16
241 Cerade ADEING .......ooviiiiiii 17

2.5 EMULSIONANTES ..itutteitttesieeeteesnteesteeasteessteesseaesbeessteesssaesteesteesnsaesseesnseesnseenns 19
3. MATERIAIS E METODOS........ooiieieiieeeieeeetetetee et es s s en e, 21
3L, IMATERIAIS .ttt ettt ettt sttt ettt et e et s et e et e et e e ne e e nbeeanbe e 21
3.2  ANALISE TERMOGRAVIMETRICA DO B-CAROTENO.....ccivieriiiariresrrienieeaieeanneenns 21
3.3  PRODUGAO E CARACTERIZAGAO DAS PARTICULAS LIPIDICAS-SOLIDAS........... 22
3.3.1  Producdo das particulas por HAP ............cooiiiiiee e 22
3.3.3  Producdo das particulas pelo método de dispersao a quente.................... 25

3.4  CARACTERIZAGCAO DAS PARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS PRODUZIDAS............ 26
3.4.2  Microscopia eletronica de varredura (MEV) ........cccooveeviieiiiii e 27
3.4.3  DIfraclo @ I8Ser........oceiiiiiiiii e 28
3.4.4  Andlise das particulas por FTIR .........cooiiiiiii e 29

3.5  INCORPORACAO DAS PARTICULAS PRODUZIDAS NUM PRODUTO ALIMENTAR.... 30
3.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS DE COR DA MISTURA DESENVOLVIDA COM A
COLORAGAO PRETENDIDA ......vveeeeeeeeteeeeeeeeeeese e st s teeee et st te e ste et et s e seneeesaeenaen e 31

Vii



3.7  DETERMINAGCAO DO VALOR NUTRICIONAL DA MISTURA DESENVOLVIDA COM A
COLORAGAO PRETENDIDA ... ...ttitiiiiteeeeeeasiiitttseeaaaaeesasssstsasesaaaeeasssssnssasesaeeeeessnnnnsnnns 35
3.7.1  Determinacdo do teor de Proteinas ..........ccoceoveerieieenienieienie e 35
3.7.2  Determinacao do teOr A€ CINZAS........cceeiuieiiieiiieiiieniree et 36
3.7.3  Determinacdo do teor liPidiCo ........cceviiiiiiiiiiiiese e, 37
3.7.4  Determinacdo de hidratos de carbono e valor energético ....................... 37
3.7.5  Perfil emagUCares lIVIES ........coviuiiiiiiiiiee e 38
3.7.6  Perfil em &CIidOS gOrtdOS. .....ccuviiiiieiiieiieie e 39
3.8  ANALISE ESTATISTICA ..ottt e ettt s et e e e e e s s e na e e e e e e e e 41
4. RESULTADOS E DISCUSSAO. ......coooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
4.1 TERMOGRAVIMETRIA DO B-CAROTENO .....ccciiiieeeeieee et 42
4.2  MICROPARTICULAS PRODUZIDAS POR SPRAY-CONGEALING. ........cccvvvrirreeaeannns 43
4.3  MICROPARTICULAS PRODUZIDAS POR HAP ....coviieiiiiiiiieeeeee e 43
4.4  MICROPARTICULAS PRODUZIDAS POR DISPERSAO A QUENTE .....ccvvvvveeriiienennns 45
4.5  ANALISE DA DISFRAGAO A LASER ....ccciiiiiiiiiiiie ettt n e a7
4.6 ANALISEDA MEV ..ot 51
47  ANALISEFTIR....co 52
4.8 COLORAGAO NA MATRIZ ALIMENTAR ....uutiitiiiteeeeesiiitiinneeeseeeesssensnnnnneseeeesaaans 55
4.9  VALOR NUTRICIONAL DA MATRIZ ALIMENTAR CONTENDO O SISTEMA CORANTE
SELECIONADO .....ttttte ettt e e ettt ee e e ettt e e e as bt e e e e s bt e e e e e an bbbt e e e e bbb e e e e e sbbeaeeannbbeaeesnnsbeneenas 56
5 CONCLUSOES. ..ottt 61
APENDICE A ..ottt 63
APENDICE Bi......ooiveee ettt 64
6 REFERENCIAS.......ooo oottt ettt ettt en s 65

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Percentual de corantes utilizados na industria de alimententos. ..................... 7
Figura 2: Fontes de Detacaroteno............cocuiiiiiiiiiiiieiie e 10
Figura 3: Estrutura do B-CarOteNO...........ccouieiiiiiiiiiieiie et 11
Figura 4: Conformagdes das miCroparticulas.. ..........cccceveiieiiniienienicece e, 12
Figura 5: Produgéo de mel e cerade abelha..........cccoooviiiiiiiiii 17
Figura 6: Cera de abelha comercial branqueada.............cccoviieiiiiiiiiici s 19
Figura 7, Esquematizagdo das emUISOES.. ........cocveivieiiiiiieii e 19
Figura 8: Estrutura do TWEEN 80 . .....ccueiiiiiiiiiiie e 20
Figura 9: TG 209 Tarsus NEtZSCN. .........coiiiiiiiiiieiiieie e 22
Figura 10: Disperséo sendo realizada com agitador de pas e banho de 0leo termostatizado
................................................................................................................................... 24
Figura 11: Homogeneizador de Alta PreSSA0........c.cveiveiiieiiieiie e 24
Figura 12: Sistema da filtragem das emUISOES ...........ccceviieiiiiiiiiiiie e 25

Figura 13: Solubilizacdo do corante na cera fundida; disperséo a quente; separacao por

0 [oTor: T = To%- o L PSSR 26
Figura 14: MicroscOpio NIKON Ni-U .....ooeiiiiiiiic e 27
Figura 15: MEV PReNOM PrO.......couiiiiiie e e e e nee e 28
Figura 16: Malvern Mastersizer 3000 equipado com uma unidade de dispersdao Hydro
VIV ettt r R R bttt R e Rt R e e bt ettt et re e re e reeae e 29
Figura 17: Espectrémetro de Laboratorio FITR Versatil MB3000 ...............cccceeveene. 29
Figura 18: Coordenadas tridimensionais obtidas por L* a* e b*..........cccccevviieiinnnnn, 31
Figura 19: Amostra controlo (TO di@s) .....cccuveeviiveeiiire e 32

Figura 20: Misturas obtidas através da incorporagdo do [-caroteno puro e das
microparticulas (0,0; 0,5; 1,0 e 3%), com uma concentragao de 1,25 mg de B-caroteno/25g
de maionese, NO tEMPO O i8S, ...cccuvveeiiieeiiie et 32
Figura 21: Misturas obtidas através da incorporagdo do [-caroteno puro e das
microparticulas (0,0; 0,5; 1,0 e 3%), com uma concentragdo de 5 mg de B-caroteno/25g
de maionese, NO tEMPO O I8S.. ...ccvveeiiiee et 33
Figura 22: Misturas obtidas através da incorporagdo do [-caroteno puro e das
microparticulas (0,0; 0,5; 1,0 e 3%), com uma concentragdo de 10 mg de B-caroteno/25¢g
de maionese, N0 tEMPO O AIAS.. ....vvreeiiiiiie e 33
Figura 23: Amostra controlo (T15 dias) .....eeeeiiiviiieiiiiiie e 33



Figura 24: Misturas obtidas através da incorporagdo do [-caroteno puro e das
microparticulas (0;0 0,5; 1,0 e 3%), com uma concentragdo de 1,25 mg de B-caroteno/25g
de maionese, NO tEMPO 15 dI8S. .....vveeiiieeiiiie e 34
Figura 25: Misturas obtidas através da incorporagdo do [-caroteno puro e das
microparticulas (0,0; 0,5; 1,0 € 3%), com uma concentragdo de 5 mg de B-caroteno/25g
de maionese, N0 tEMPO 15 dIBS. ....vvveeiiieeiiiie e 34
Figura 26: Misturas obtidas através da incorporagdo do [-caroteno puro e das
microparticulas (0,0; 0,5; 1,0 e 3%), com uma concentragdo de 10 mg de B-caroteno/25¢g
de maionese, N0 tEMPO 15 dI8S. ....vvvveiiireiiiie e saee e 34
Figura 27: Procedimento experimental para a determinacdo do teor em proteinas usando

um sistema de macro-Kjeldahl. ... 36
FIQUIPa 28: IMUTIA.......ooiiiiie s 36
Figura 29: Aparelho de SOXNIEL.............ooiiiiiiii e 37
Figura 30: Procedimento experimental para a determinacao do perfil de agucares livres.
................................................................................................................................... 39
Figura 31: Sistema de GC-FID (cromatografia gasosa acoplada a um detector de
ionizacdo por chama) para a determinacéo do perfil de acidos gordos. ..........ccccceveeene. 40
Figura 32: Termograma obtido por TG para 0 B-Caroteno. ...........ccccceeervveeriveeesirnennn 42
Figura 33: Particulas produzidas com cera de abelha por spray-congealing. ............... 43
Figura 34: Emuls@o antes € ap0S HAP ...........ooiiie i 44
Figura 35: Estrutura das particulas apds passagem no HAP (1% tween80). Ampliacao de
1010 USSP UPTURTR PP 45
Figura 36: Observacdo em MOP das particulas obtidas por dispersdo a quente........... 46
Figura 37: Distribuicdo em volume e nimero para as amostras 0,0% e 0,5%.............. 49
Figura 38: Distribui¢cdo em volume e nimero para as amostras 1,0% e 3,0%.............. 50

Figura 39: Morfologia das particulas lipidicas produzidas pelo método da dispersao a

quente para os diferentes teores de emulsionante (0,0 0,5, 1,0 € 3,0%). .....ccceevvveennenn. 52
Figura 40: FITR tween80, -caroteno e cera de abelha...........ccocevvveiiiiiiiiniiiecn, 53
Figura 41: FTIR B-caroteno encapsulado ...........ccooverieiiieiieeiieenie e 53
Figura 42: FITR iteracao entre 0S COMPOSLOS. ......cccvvreiiireeeiiieeeitieeesieeesieeesreeesree e 54



INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Corantes Artificiais, respetivo codigo de identificacdo internacional, coloragdo
que apresenta, respetivos valores de Ingestao Diaria Admissivel (IDA) e Limite Maximo..

..................................................................................................................................... 4
Tabela 2: Corantes naturais, suas principais fontes e coloragao ............cccocvvviveniennn. 9
Tabela 3: Carotenoides e suas prinCipais fONeS..........cccovviviiiiiienieee e 10
Tabela 4, Técnicas de Encapsulacdo de compostos ativos. ........cccccovererieeieenieiieenn 13

Tabela 5: Compostos presentes na Cera de Abelha. Fonte: Adaptado de Barros et al.,

20009, ..ttt e e ettt e ettt ata e te e e be e raeenreeaneee e 18
Tabela 6: ENSAIOS HAP. ......ooiiiee e s 23
Tabela 7: Formulagdes para 0 método de Dispersdo a QUente...........ccevvevivveenveeennnnn. 25

Tabela 8: Descricdo da incorporacéo das particulas, anteriormente obtidas, em maionese
(070 . 1=] (o - 1 RSSO 30
Tabela 9: Anélise de tamanho de particula............cccoooveiiiiiiii e, 47
Tabela 10: Parametros de cor (CIE L*a*b*) medidos na amostra de maionese controlo e
da mistura obtida por adicdo de microparticulas corantes. ...........ccccceeviveevineeniieennnn. 56
Tabela 11: Composicao nutricional da amostra de maionese controlo e da mistura obtida
por adicdo de microparticulas corantes (g/100g peso freSC0O) ......cvvvveevveeeviieeeiiiieeiiienns 57
Tabela 12: Composicdo do perfil de &cidos gordos da amostra de maionese controlo e da

mistura obtida por adicdo de microparticulas corantes (% relativa)...............cccoeevnen.n. 59

Xi



INDICE DE EQUACOES

Equacéo 1: Equacdo para determinacéo de hidratos de carbono ............cccceeevveiiennnne. 37
Equacéo 2: Equacéo para determinacdo da energia total em KCal ..............ccceevienne. 38
Equacéo 3: Equacdo para determinacéo da energia total em KJ.........ccccoveviveiiinnnne, 38

xii



ML

pm
ANOVA
cm

DTG
FTIR
GC
GC-FID
HAP
HPLC

HPLC-RI

IDA
MEV
mg

mL
MLS
mm
MOP
MUFA
NLC
NLS

PUFA

LISTA DE ABREVIATURAS

Microlitros

Micrometros

Andlise de variancia

Centimetros

Termogravimetria derivada

Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourrier
Cromatrografica Gasosa

Cromatografia gasosa com detetor por ionizagao de chama
Homogeneizador de alta pressao

Cromatrografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detetor de indice de

refracdo

indice de ingestéo diaria
Microscopia eletrdnica de varrimento
Miligramas

Mililitros

Microparticulas lipidicas sélidas
Milimetros

Microscopia Optica

Acidos gordos monoinsaturados
Particulas lipidicas nanoestruturadas
Nanoparticulas lipidicas sélidas

Acidos gordos polinsaturados

xiii



SD

SFA

TO dias

T15 dias

TG

Desvio padréo

Acidos gordos saturados

Tempo zero dias - imediatamente ap06s aplicacdo na matriz alimentar
Tempo 15 dias - 15 dias ap6s a incorporagdo ha martiz alimentar.

Termogravimetria

Xiv



1 MOTIVACAO E OBJETIVOS

O trabalho visa produzir micro/nanoparticulas lipidicas sélidas tendo como foco
o desenvolvimento de sistemas corantes para aplicacdo na area alimentar. Neste estudo
serdo utilizadas e comparadas as seguintes técnicas de preparacao das particulas lipidicas,
(i) homogeneizador de alta pressdao (HAP) e (ii) técnica de dispersdo a quente. Os
produtos obtidos serdo observados quanto ao tamanho e uniformidade das particulas. As
nano/microparticulas da melhor técnica avaliada serdo incorporadas a uma matriz
alimentar (maionese), ap6s a incorporacdo serdo realizados testes colorimétricos para
selecionar a matriz que apresentar melhor uniformidade de coloragéo e estabilidade nos

tempos 0 e 15 dias, esta tera seu perfil nutricional quantificado.

1.1  Objetivos Gerais

Desenvolver sistemas de corantes baseados em processos de encapsulacéo
recorrendo ao uso de nanoparticulas lipidicas solidas, tendo em vista a sua aplicagdo na

area alimentar.

1.2  Objetivos Especificos

Os objetivos especificos do trabalho sao:

()  Selecionar um corante natural com disponibilidade comercial e efetuar a

sua caracterizacdo. No presente estudo foi selecionado o -caroteno;

(i) Selecionar as ceras (ceras simples ou misturas de ceras) e definir os

sistemas de micro/nanoencapsulacdo. No presente estudo foi selecionada a cera de abelha;

(iii)  Avaliar diferentes técnicas para a producdo das particulas lipidicas, spray
congealing, homogeneizacdo de alta pressdo (HAP) e dispersdo a quente. No presente

trabalho ser& dada énfase a utilizacdo de técnicas alternativas ao spray congealing;



(iv) Testar os produtos mais promissores em matrizes alimentares a selecionar
de acordo com os objetivos do projeto Valor Natural. No presente trabalho selecionou-se

a incorporagdo em maionese;

(v) Incorporacdo das distintas microparticulas obtidas anteriormente, em
amostras de maionese comercial e avaliagdo do poder e estabilidade de coloragcdo em dois
tempos de prateleira: imediatamente apds a incorporacdo das microparticulas e ap6s 15
dias de armazenamento (a 6°C).

(vi) Realizacdo de estudos de avaliagdo nutricional (proteinas, cinzas, gordura,
hidratos de carbono, valor energético e perfil em agucares livres e acidos gordos) nas
amostras controlo e na mistura desenvolvida, em dois tempos: imediatamente apos a

incorporacgéo das microparticulas e apds 15 dias de armazenamento (a 6°C).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aditivos Alimentares

De forma geral, ¢ possivel distinguir os “ingredientes” dos “aditivos” utilizados
na formulagdo dos alimentos. Os “ingredientes” sdo considerados como as substancias
basicas da formulagdo enquanto os “aditivos” correspondem as substancias
complementares, presentes em pequenas quantidades e que se destinam a preservacdo da
integridade do alimento ou a introducéo de determinadas caracteristicas especificas, como
no caso dos corantes, que conferem uma coloragao diferente da natural. Os “aditivos” sdo
substancias ou compostos, dotados ou ndo de valor nutricional, introduzidas na
composicao alimentar, com a finalidade de impedir ou reduzir gradualmente as alteracdes
naturais tipicas dos compostos organicos ou, ainda, conferir ou intensificar o aroma, cor
e sabor do alimento, com o objetivo de modificar ou manter seu estado fisico (Prado &
Godoy, 2003).

O Codex Alimentarius, 6rgdo que regulamenta normas internacionais para 0s
alimentos, definiu no ano de 1995 a Norma Geral para os Aditivos Alimentares, que foi

revista no ano de 2018. Esta norma define “Aditivos Alimentares” como (FAO, 2018) :

“qualquer substincia que ndo é consumida normalmente como alimento, nem é usada como
ingrediente basico em alimentos, sem ou com baixo valor nutricional, e cuja adi¢do intencional
ao alimento para fins tecnolégicos (incluindo organoléptico) na sua fabricacéo, processamento,
preparacgéo, tratamento, embalagem, transporte ou armazenamento, é razoavelmente previsivel
e resultara (direta ou indiretamente), por si s6 ou seus subprodutos, num componente do
alimento ou num elemento que afeta suas caracteristicas. Esta definicdo n&o inclui
‘contaminantes’ ou substincias adicionadas ao alimento para manter ou melhorar as

qualidades nutricionais”.

Com base no conhecimento dos efeitos da ingestdo diaria de aditivos
alimentares, a Organizacdo das Nac6es Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO),
juntamente com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS), realizaram uma convencao
para estipular limites maximos para a ingestdo diaria dos mesmos. Os aditivos foram
classificados e nomeados através de um codigo de identificagdo internacional; este codigo
é precedido da letra E e seguido por um conjunto de trés digitos, sendo o conjunto iniciado

pelo namero 1 referente a corantes, o iniciado pelo nimero 2 a conservantes, pelo nimero



3 a antioxidantes ou reguladores de acidez, pelo nimero 4 a espessantes, estabilizadores,
gelificantes e emulsionantes, pelo nimero 5 a reguladores de pH e antiaglomerantes, pelo
namero 6 a intensificadores de sabor e os iniciados pelo nimero 9 sdo outros aditivos que
ndo se encaixam nos codigos anteriores. A Tabela 1 descreve os codigos de classificacdo
de alguns dos corantes mais utilizados na inddstria de alimentos assim como o limite

maximo de ingestdo diaria.

Tabela 1: Corantes Artificiais, respetivo cddigo de identificacéo internacional, coloracdo que apresenta,
respetivos valores de Ingestdo Diaria Admissivel (IDA) e Limite M&ximo.
(Fonte: Adaptado de Oliveira et al., 2009).

Codigo de IDA (mg/kg de  Limite maximo

Nome do Corante identificacdo Coloragao peso corporeo) (mg/100g)
Amaranto E123 Magenta 0,5 10
Amarelo Crepusculo E110 Laranja 2,5 10
Azorrubina E122 Vermelho 4 5
Azul Brilhante E133 Azul turquesa 10 30
Azul patente V E131 Azul 15 30
Eritrosina E127 Rosa 0,1 5
Indigotina E132 Azul royal 5 30
Ponceau 4R E124 Cereja 4 10
Verde Rapido E143 Verde mar 10 30
Vermelho 40 E129 Vermelho alaranjado 7 30
Tartrazina E102 Amarelo limdo 7,5 30

Dentre os varios tipos de aditivos, destacam-se (Honorato et al., 2013):

Acidulantes: sdo substancias que aumentam a acidez ou conferem um sabor
acido aos alimentos e bebidas. Também influenciam a conservacdo microbiolégica dos
alimentos. Dentre os diversos acidulantes usados no processamento de alimentos
destacam-se os acidos organicos tais como o acido citrico e acidos inorganicos como o
acido fosférico (Aun et al., 2011).

Antioxidantes: sdo usados principalmente para retardar e/ou evitar a oxidacdo
das gorduras, interrompendo a sua peroxidacao nas fases de iniciacdo ou propagacao. Sdo
utilizados principalmente em carnes, 6leos, alimentos fritos, curas, laticinios, assados e
extrusados (Baines & Seal, 2012).



Aromatizantes: fazem parte do grupo de aditivos que conferem caracteristicas

sensoriais ao produto. S&o substancias ou compostos capazes de melhorar ou conferir

aroma e sabor caracteristico; podem ter origem natural ou sintética (Msagati, 2013).

Corantes: sdo agentes utilizados para alterar ou conferir cor aos alimentos, com

o fim de aumentar a sua atratividade para os consumidores (Honorato et al., 2013).

Conservantes: a preservacdo dos alimentos pode ser conseguida através da
utilizacdo de aditivos quimicos, ou atraveés de processos fisicos e bioldgicos, como
refrigeragdo, secagem, congelamento, aquecimento e irradiagdo. Quando os alimentos
ndo podem ser submetidos a estas técnicas, € necessario 0 uso de conservantes (Food
Ingredients, 2011).

Edulcorantes: sdo substancias utilizadas como alternativa ao agucar tradicional.
Alguns destes adocantes, vulgarmente chamados de “edulcorantes intensos”,
proporcionam um sabor doce intenso, sem incrementar a quantidade de calorias total ou
parcial (alguns apresentam um baixo poder calorico). Devido a sua capacidade adocante
superior, sdo usualmente incorporados em pequenas quantidades. Como exemplos de
edulcorantes intensos temos: acessulfame-K, aspartame, ciclamato, sacarina, taumatina e

a neohesperidina (Food Ingredients, 2013).

Espessantes e Estabilizantes: a funcionalidade dos emulsionantes e/ou

estabilizantes consiste no retardamento da precipitacdo de particulas solidas dispersas, a
diminuicdo das taxas de formacao de gotas de dleo e espuma, a prevencdo da agregacédo
de particulas dispersas, prevencdo da sinérese de sistemas gelificados contendo éleos e

retardamento da coalescéncia de gotas de 6leo (Milani & Malek, 2014).

Umectantes: S8o compostos hidrofilicos que quando adicionados ao alimento

mantém o nivel da humidade e retardam a desidratacao total (Richter & Lannes, 2007).

A maioria dos aditivos utilizados na industria de alimentos € de origem sintética. No
entanto, nas Ultimas décadas tem sido registado um aumento da sensibilidade dos
consumidores a varios destes compostos utilizados como aditivos, o que tem resultado no
aumento do interesse por produtos derivados de fontes naturais. Assim, os aditivos
naturais, tem conquistado uma quota de mercado correspondente aos consumidores que
possuem alguma intolerancia aos sintéticos e também a outros que procuram um estilo de

vida mais saudavel (Carocho et al., 2014).



2.1.1 Corantes

Os aditivos alimentares destinados a influenciar a cor dos alimentos denominam-
se de corantes. Mais precisamente, definem-se os corantes alimentares como qualquer
substancia que confere, intensifica ou restaura a cor do alimento (Aditivos & Ingredientes,
2009). A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — 6rgéo brasileiro),
descreve corantes como substancias ou a mistura de substancias que possuem a
propriedade de conferir ou intensificar a coloracdo de um alimento ou bebida (Resolucéo
RDC no 44 2009).

A percepcdo fisioldgica dos seres humanos envolve os 5 sentidos através dos
quais os estimulos externos sdo percebidos e classificados positiva ou negativamente,
influenciando emocionalmente as tomadas de decisdes (Lindstrom, 2005). Neste sentido,
a visdo representa o primeiro contato entre consumidor e o produto e, talvez por isso, 0
sentido que maior influéncia tem na sua aceitacdo. Foi relatado que 87% dos sentidos
humanos séo despertados pela visdo (Aditivos & Ingredientes, 2009). Portanto, a cor pode
promover comportamentos e sentimentos no consumidor. Desta forma, pode-se concluir
que a cor dos alimentos influencia diretamente a decisdo do consumo, ou ndo, do alimento
observado (Amsteus et al., 2015).

Os corantes alimentares sdo utilizados principalmente para tornar os alimentos
mais atrativos (Hutchings, 2011). De uma maneira geral, os corantes utilizados nos
alimentos, sdo constituidos por misturas de varios ingredientes, tais como sais inorganicos
e compostos volateis. Os corantes alimentares sdo classificados em trés grandes grupos;
corantes naturais, que se referem aos que sdo obtidos a partir de fontes naturais; corantes
idénticos aos naturais, que embora sintetizados industrialmente, mimetizam os naturais;
e corantes artificiais que sdo obtidos sinteticamente. O corante caramelo é naturalmente
obtido pela reacdo de Maillard (Msagati, 2013).

Existem vérios estudos que comprovam a toxicidade de alguns corantes
sintéticos, sendo que em alguns casos a sua ingestdo pode resultar em deformacdes em
recém-nascidos, disturbios cardiacos e desenvolvimento de doencas cancerosas. Com 0
avango das pesquisas neste campo, muitos corantes foram sendo desenvolvidos e o seu

uso tem vindo a ser monitorado pela industria de alimentos. Atualmente o percentual dos



varios tipos de corantes utilizados € o relatado na Figura 1 (Aditivos & Ingredientes,
2013).

m Artificial
m [dentico ao natural
® Natural

Caramelo

Figura 1: Percentual de corantes utilizados na industria de alimententos.
(Fonte: Adaptado de Aditivos & Ingredientes, 2013).

2.1.2 Corantes artificiais

Os corantes artificiais, sdo produtos resultantes de processos quimicos nos quais
as moléculas capazes de conferir cores aos alimentos (grupos cromoforos), sdo
guimicamente sintetizadas. Os mais conhecidos séo a tartazina e a carmosina. Os corantes
pertencentes a este grupo sdo maioritariamente hidrofilicos, permitindo a sua adicao
diretamente ao alimento, sendo esta uma das vantagens para a utilizacdo destes produtos
a escala industrial, economizando tempo e diminuindo os custos de processo (Msagati,
2013).

Estudos recentes tém vindo a mostrar que alguns corantes sintéticos estdo
associados a sintomas de alergias e até mesmo a mutagdes genéticas. Quando consumidos
com frequéncia apresentam efeitos cronicos, principalmente no caso dos compostos azo.
A clivagem das liga¢bes azo, durante a digestdo, proporciona a formagdo de aminas
aromaticas que possuem efeitos mutagénicos e carcinogénicos conhecidos. Nos
mamiferos, a redugdo dos corantes azo em aminas é principalmente atribuida a atividade

bacteriana nas zonas anaerobicas do trato gastrintestinal inferior. Porém outros 6rgaos,
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em especial o figado e os rins, também podem reduzir os corantes azoicos (Elbanna et al.,
2017).

2.1.3 Corantes naturais

Os corantes naturais, sdo compostos provenientes de principalmente de fontes
tais como vegetais ou animais, e alguns podem ser produzidos por fungos e bactérias.
Uma das suas maiores desvantagens esta relacionada com a instabilidade em diferentes
condigdes de pH, calor ou luz. Esta limitagdo contrasta com a elevada estabilidade dos
corantes sintéeticos (Hutchings, 2011).

Os corantes de origem natural incluem diferentes pigmentos, tais como as
antocianinas que possuem coloracdo que varia do vermelho ao azul e estdo presentes em
frutos maduros nomeadamente, cerejas, morangos e uvas, em vegetais como cebolas,
couves e em algumas sementes. Outra familia corresponde as betaninas, que
proporcionam a cor vermelha caracteristica da beterraba. Existe ainda a coloracao
caramelo, que é naturalmente obtida através do aquecimento catalitico de hidratos de
carbono. O carmim, € um corante obtido a partir do &cido carminico extraido dos insetos
cochinilha. H& também uma gama de corantes pertencentes ao grupo dos carotenoides:
os B-carotenos por exemplo bixinas, norbixina, luteina ou extrato de anato; e os licopenos,
luteinas como por exemplo xantofila e cantaxantina; entre outros. A principal fonte do
corante verde ¢ a clorofila e a clorofilina. A curcumina € outro corante natural, sendo o

principal pigmento da circuma e confere a cor amarela (Msagati, 2013).

Em sintese, existe uma vasta gama de corantes naturais com elevado potencial
de utilizacdo na industria de corante e de corantes aplicados a alimentos. No entanto, a
sua utilizacdo requer muitas vezes procedimentos de estabilizacdo que permitam manter
a sua capacidade corante em diferentes condi¢des de temperatura, pH e presenca de outras
substancias. Adicionalmente, muitas vezes € necessario proceder a sua compatibilizacao
com matrizes hidrofilicas dado o seu caracter maioritariamente hidrofobico. Na Tabela
2, estdo reunidos os principais corantes naturais, respetivas fontes e coloragéo tipica que

apresentam.

Alguns corantes naturais possuem propriedades benéficas para a saude, tais

como atividade antioxidante que combate os radicais livres presentes no organismo
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retardando o envelhecimento e prevenindo doencas degenerativas como 0 cancro,
arteriosclerose, artrite reumatica, entre outras (Souza 2012). Outro dos beneficios esta
ligado a capacidade que alguns destes poderem atuar como precursores na producdo de
vitaminas. No caso dos carotenoides destaca-se, para além do efeito antioxidante, a

funcéo pro-vitaminica A (Naves, 1998).

Tabela 2: Corantes naturais, suas principais fontes e coloragéo.
(Fonte: Adaptado de Msagati, 2013).

Corante Natural Fonte Natural Coloragao Tipica
Antocianinas  Berinjela, moranga, uva, acai, macd, repolho Vermelho, Rosa, Violeta, Roxo,
roxo, flores, Azul, Verde e Amarelo
Carotenoides Cenoura, pimentdo vermelho, tomate, Amarelo, Laranja e Vermelho
urucum
Betalainas Beterraba, beganville Azul, Roxo e Vermelho
Curcumina Acafrdo Amarelo
Carmin Cochonila — Sactylapius coccus Costa Vermelho e Violeta
Bixina/Norbixina Urucum Amarelo, Laranja e Vermelho
Clorofila Frutos / folhas Verde e Amarelo
Licopeno Tomate, goiaba, mamé&o, melancia Vermelho
Caramelo Aquecimento catalitico de hidratos de Caramelo, marrom, bege
carbono
Monascus Fungos do género Monascus Alaranjado a Vermelho

2.2 Carotenoides

Os carotenoides sdo compostos quimicos tetraterpénicos lipossolUveis, de
coloracdo que varia do amarelo ao vermelho. Sdo encontrados quase exclusivamente no
reino vegetal, existindo na natureza mais de 600 formas de carotenoides e destes, cerca
de 60 estdo presentes em alimentos (vegetais e frutas). Os carotenoides apresentam-se
também como antioxidantes. Alguns dos carotenoides também atuam como precursores
da vitamina A. Os seis principais sdo os licopenos, B-carotenos, a-carotenos, [3-
criptoxantinas, luteinas e zeaxantinas (Lafreniére et al., 2018), e suas principais fontes

estdo descritas na Tabela 3.



Tabela 3: Carotenoides e suas principais fontes.
(Fonte: Adaptado de Lafreniere et al., 2018).

Carotenoide

Alimentos Fontes

Luteina

Zeaxantina

p-criptoxantina

a-caroteno

p-caroteno

Licopeno

Espinafre, bracolis, milho, damascos e
nectarinas

Espinafre, bracolis, milho, damascos e
nectarinas

Laranjas, mamdes, nectarinas

Legumes e frutas de coloracdo alaranjada,
vegetais verde-escuros, como espinafre,
ervilha, feijdo

Legumes e frutas de coloracdo alaranjada,
vegetais verde-escuros, como espinafre,
ervilha, feijdo

Tomates e produtos derivados

Entre os carotenoides naturais citados na Tabela 3, o p-caroteno que, além da

origem natural pode ser quimicamente sintetizado, classifica-se como “idéntico ao

natural”, sendo amplamente usado na industria de alimentos. Adicionalmente, dos 50

diferentes carotenoides que podem ser metabolizados em vitamina A, o B-caroteno é o

que possui a maior atividade pro- vitaminica A (Krinsky & Johnson, 2005). Algumas

fontes de B-caroteno sdo mostradas na Figura 2.

Figura 2: Fontes de betacaroteno.
(Fonte: Disponivel em https://www.todamateria.com.br/vitamina-a/. Consultado em 04/01/19).
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2.2.1 p-Caroteno

O B-caroteno é um pigmento natural de coloracdo amarelo-alaranjada, sendo o
de maior abundancia dentro do grupo dos carotenoides. Encontra-se especialmente em
frutos de cor amarelo-alaranjada e em vegetais folhosos de cor verde escura, nos quais a
sua presenca € mascarada pela clorofila que existe nos cloroplastos das estruturas das
folhas. Ha fortes evidéncias que apontam para o facto de uma dieta rica em frutas e
vegetais contendo [-caroteno estar relacionada com a redugdo do risco de cancro,
especialmente o de pulmao. Estudos em animais comprovaram ainda que o [3-caroteno é
capaz de inibir lesGes hepaticas pré-neoplasicas e lesbes neoplasicas, sobretudo em
modelos de carcinogénese de pele (Naves, 1998).

O pB-caroteno apresenta uma estrutura quimica contendo ligagdes duplas
altamente conjugadas com um centro de simetria, que configura o seu carater altamente
hidrofobico. A estrutura de poli-eno altamente conjugada é responsavel pela coloracao
amarelo e laranja devido a absor¢do da luz na regido visivel (Kohno et al., 2016). A
Figura 3 apresenta a estrutura do B-caroteno. Devido a auséncia de toxicidade, as suas
funcdes bioldgicas benéficas e pelo facto de possuir alto poder de coloragédo, o B-caroteno

tem vindo a ser amplamente utilizado como corante na inddstria de alimentos.

H;C

HyC

NN NN NN

"CHj

Figura 3: Estrutura do pB-caroteno.
(Fonte: Adaptado de Kohno et al.,2016).

Apesar da sua natureza hidrofébica, as suas ligacGes conjugadas sdo reativas
pelo que é pouco resistente a oxidacdo. Na presenca de outros compostos contendo
ligagdes duplas conjugadas, o 3-caroteno sofre degradacéo oxidativa quando exposto ao
ar, perdendo facilmente a sua cor, especialmente se o efeito ocorrer sob efeito da luz.
Devido a esta instabilidade a sua utilizacdo requer a ado¢do de procedimentos de
estabilizacdo de forma a viabilizar o seu uso, nomeadamente a sua incorporagdo em
alimentos (Kohno et al., 2016).

11



2.3  Sistemas de Protecdo para Estabilidade de Corantes

Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas para a estabilizacdo e
protecdo de corantes. Entre estas destaca-se a encapsulagéo, a qual consiste em envolver
a substancia de interesse, numa capsula ou dispersa-la numa matriz (Azeredo, 2005).

No processo de encapsulacdo, uma camada fina de um material polimérico é
sobreposta ao composto ativo (micro/nanocapsulas), ou este é disperso numa matriz do
material polimérico (micro/nanoesferas) afim de protegé-lo das condicdes ambientais e
assim aumentar seu tempo de prateleira. Dependendo do procedimento a ser utilizado, as
particulas resultantes podem apresentar-se em escalas diferentes: micro ou nano. Esta
diferenca de dimensdo pode interferir posteriormente nos resultados de aplicagdo em

matrizes alimentares quanto ao tempo de vida Util (Santos et al., 2006).

ApoOs o processo de microencapsulacdo, a estrutura das microparticulas
formadas deve-se apresentar solida, com forma esférica e dimensdes entre 1 e 1000 pum.
O tipo de processo usado para a encapsulacdo pode influenciar na conformacao das
microparticulas que podem apresentar a estruturas representada na Figura 4 (Silva et al.,
2003).

microcapsulas microesferas
mononuclear polinuclear heterogenea homogenea
= Principio ativo

Polimero

Figura 4: ConformacOes das microparticulas.
(Fonte: Adaptado de Silva et al., 2003).

Na Tabela 4 estdo reunidas algumas técnicas utilizadas em procedimentos de
encapsulacdo de compostos ativos, destacando-se algumas das vantagens e desvantagens

associadas ao processo em causa.

12



Tabela 4, Técnicas de Encapsulagdo de compostos ativos.

(Fonte: Adaptado de Ganesan & Narayanasamy, 2017).

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Homogeneizacéo por
alta pressédo (HAH)

Dispersdo muito eficaz, escalvel, disponivel
comercialmente, se feito a frio ndo induz na
degradacdo do composto ativo

Processo que consome
muita energia, se feito a
quente degrada o
composto ativo.

Técnica de
microemulsao

Baixo consumo de energia; teoricamente estavel

Requer trabalho de
formulag&o intensivo, e
produz baixa
concentracdo de
nanoparticulas.

Método de
emulsificacdo e
evaporacao de

solvente

Tamanho de particula pequeno (<24
nm);Sistema de baixa viscosidade; Baixo
consumo de energia; Apropriado para compostos
termolabeis.

Baixo grau de
dispersdo; Instabilidade
de emulséo;
Insolubilidade dos
lipidos em solventes
organicos;
Procedimento de
remocéo do solvente
adicional; problema de
toxicidade (solvente
residual)

Meétodo de Injecdo de
Solvente /
Deslocamento por
Solvente

Manipulacdo facil e processo de producao
rapido, os lipidios dissolvem-se no solvente
miscivel de dgua por exemplo etanol, metanol,
acetona sem utilizar um instrumento sofisticado
(por exemplo, homogeneizador de alta pressao).

N&o reportado

Emulsificacéo por

Producéo em larga escala; Facilidade de uso;
Bom controle do tamanho; neste caso, a fase
lipidica é forcada através dos poros da
membrana. para formar pequenas goticulas. Sob

Entupimento da

membranas . . : membrana
refrigeragéo a temperatura ambiente, essas
goticulas recristalizam formando as
nanoparticulas lipidicas.
Adequado para farmacos lipofilicos (por
e . ) N4o é adequado para
solubilizacéo na solucdo micelar ap6s
Técnica de x R x principios ativos

~ coacervacao), ndo utiliza solvente, ndo P
coacervacao sensiveis ao

necessita de técnicas sofisticadas, oH

simples para ampliar escala.
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2.3.2 Desenvolvimento de micro/nanoparticulas lipidicas sélidas

A primeira geracdo de nanoparticulas lipidicas solidas (NLS) foi desenvolvida
mais ou menos em paralelo pelo Prof. Rainer H. Miller e Dr. Jorg-Stefan Luck no inicio
dos anos 90. A segunda geragdo de nanoparticulas lipidicas foi desenvolvida a partir de
2000, sendo estas particulas lipidica nanoestruturadas (NLC). As nanoparticulas lipidicas
podem ser derivadas de nanoemulsdes substituindo o lipidio liquido (6leo) por um lipidio
solido (cera) (Muller, 2007).

As particulas lipidicas so6lidas, podem ser preparadas através de diversas
técnicas, tais como demonstrado na Tabela 4, e no contexto deste trabalho pretende-se
aplicar duas das técnicas: i) Homogeneizador de Alta Presséo e ii) Dispersdo a Quente,
em alternativa a técnica de spray-congealing. Seguidamente, faz-se um abreve descricao

das técnicas.

2.3.3 Spray congealing

O "Spray Congealing™ ou spray/pulverizacdo por resfriamento, & uma operacéo
unitaria onde um fluxo de gas suficientemente frio entra em contato com as goticulas do
liquido fundido na camara de pulverizacdo, removendo energia destas e proporcionando
a sua solidificacdo. Esta transicdo de estado de liquido para sélido, é denominada por

congelamento.
O processo pode ser dividido em 4 fases:
I) Atomizacdo do lipido ou mistura de lipidos fundidos contendo a substancia ativa;
I1) Contato das goticulas com o gas de resfriamento;
I11) Solidificacdo das goticulas gerando as particulas;
IV) Separacdo das particulas do gas, usualmente por precipitacao.

Entre as vantagens desta técnica podemos citar a ndo utilizacdo de solventes, o
facto de as microparticulas produzidas serem esféricas, densas e uniformes.
Adicionalmente, o processo pode ser realizado em operagéo continua ou em modo batch

tanto em escala laboratorial como industrial, e € um processo ambientalmente amigavel.
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As microesferas estdo normalmente prontas para uso sem necessidade adicional de pds-
processamento (por exemplo, secagem secundaria, granulacdo, moagem, peletizacéo)
(Winters et al., 2013).

2.3.4 Homogeneizador de alta pressédo

A homogeneizacao a alta presséo realizada a quente utiliza os seguintes passos:
primeiro o composto ativo é dissolvido ou disperso no lipido fundido, sendo de seguida
adicionado a uma solucdo contendo tensoativos e misturado. Seguidamente esta pré-
emulsdo é colocada no homogeneizador. Apds completar os ciclos de homogeneizacéo,
a mistura é resfriada, solidificando assim o lipido e originando a NLS, (Attama et al.,
2006).

A técnica de homogeneizacdo de alta pressdo realizada a frio consiste na
dissolucéo ou dispersdo do composto/substancia ativa no lipido fundido, arrefecimento
da mistura (por exemplo utilizando gelo seco ou nitrogénio liquido), solidificando-a. O
solido € moido até se tornar um po que € entdo misturado a uma solucdo contendo

tensoativos sendo seguidamente submetido a homogeneizagdo (Demirel et al., 2001).

Esta técnica apresenta diversas vantagens quando comparada com demais
métodos, dado que ndo requer a utilizacdo de solventes organicos, possui tempo de
producdo reduzido e os homogeneizadores de alta pressdo sdo amplamente utilizados na

industria. A técnica ainda pode ser aplicada a quente ou a frio, (Pardeike et al., 2009).

2.3.5 Dispersdo a quente

A técnica de dispersdo a quente, assim como as demais técnicas descritas
anteriormente, baseia-se em principios da termodindmica, da transferéncia de calor e de
massa que permitem através da manipulacéo de trés fatores principais, a temperatura, o
tempo e a agitacdo mecanica, conceder aos materiais estudados novas estruturas.

Essa técnica consiste em fundir a cera e homogeneiza-la a quente com o
composto ativo e entdo dispersa-la em um solvente a uma temperatura superior a do seu

ponto de fusdo sob agitacdo mecénica por tempo o suficiente para formar microparticulas
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de cera em suspensdo. Essa solugcdo é entdo resfriada rapidamente afim de que as
microparticulas congelem, ou seja solidifiguem, em tamanhos muito pequenos
(Milanovic et al., 2010; Swarbrick, 2016).

2.4 Ceras

Seguidamente descrevem-se alguns tipos de ceras de interesse para 0S processos
descritos e selecionadas também dada a sua utilizacdo emergente em aplicacdes

alimentares.

A cera de farelo de arroz, possui as mais diversas aplica¢es na industria, desde
aplicagdes em farmacos, cosmeticos, alimentos e até mesmo na industria do couro e seu
desempenho é similar ao da cera de carnatba. A sua composi¢cdo é uma mistura de ésteres
de &cidos gordos e C22 C24 e C34. A cera bruta tem seu ponto de fusdo entre 75 e 79°C
enquanto a cera branqueada entre 81 e 83°C. Apesar de ser uma cera comestivel, a falta
de um procedimento padrdo para a purificacdo da cera de farelo de arroz limita a sua
aplicacdo especialmente em produtos alimentares, visto que os procedimentos de
branqueamento utilizam substancias toxicas que podem gerar residuos quimicos nédo
desejaveis. Outra inconveniéncia é o elevado ponto de fusdo que requer equipamentos

especificos para sua manipulacédo (Vali et al., 2005).

A cera de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) é considerada um residuo da
industria sucro-alcooleira, sendo o potencial de producéo desta cera bastante elevado nos
paises produtores. A temperatura de fusdo é elevada, oscilando entre 80,9 e 81,7°C. Os
acidos gordos das ceras de cana sdo principalmente os saturados de cadeia normal e longa,
com uma predominancia do acido palmitico (C16:0) e octacosandico (C28:0). Apresenta
alcoois gordos saturados de 24 a 34 carbonos (Vieira, 2003). Sendo o Brasil responsavel
por 48% das exportacdes de cana-de-aclcar, é o pais onde ha maior disponibilidade
comercial deste tipo de cera (FAO, 2017).

A cera de carnalba, € obtida da Copernicea Prunifera, € um composto de massa
molecular elevada, de 500 a 900 Da. O ponto de fusdo da cera de carnalba é alto, esta
entre 79,2 °C e 84,2 °C (Batista et al., 2010). E uma cera reconhecida como substancia

segura para ingestdo humana (Resolugio — RDC n.o 2 2007). E permitida a adicéo de cera
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de carnalba em embalagens destinadas a entrar em contato com alimentos ou matérias-

primas para alimentos (Resolugdo — RDC n.o 123 2001).

A cera escolhida para a realizagdo deste trabalho foi a de abelha, por ser
comestivel, ter uma faixa de fusdo adequada e por ja ter sido apresentada como bom
agente encapsulante em trabalhos anteriores (Carvalho, 2018; Mazur, 2017; Sorita 2018).
Esta vai ser descrita em maior detalhe na sec¢éo seguinte.

2.4.1 Cerade Abelha

A cera de abelha ¢ um dos produtos da apicultura. E uma cera natural e
biodegradavel. Esta cera é produzida pelas Anthophilas, comumente conhecidas como
abelhas. As operérias com idade entre 12 e 18 dias possuem 8 glandulas cerigenas
localizadas em seu abdémen por onde € secretada a cera. Calcula-se que para a producéo
de 1 Kg de cera, as abelhas precisam consumir aproximadamente 6 Kg de mel (SEBRAE,
2015).

As escamas de cera geradas pelas glandulas cerigenas sdo conduzidas atraves
das patas das abelhas até a boca onde sdo mastigadas, esta mastigacdo promove a adicao
de proteinas que séo responsaveis pela dureza do favo sendo um processo que auxilia na
moldagem da cera no interior da colmeia. Para que a operaria seja capaz de moldar a cera,
€ necessario uma temperatura de aproximadamente 35°C que é a temperatura natural do
metabolismo da abelha, a humidade existente na colmeia, produzida pela respiracdo da
colonia e da desidratacdo do néctar, promove uma quantidade de aproximadamente 0,2%
de &gua na cera (Barros et al., 2009). A Figura 5 é referente a producéo de mel e cera de
abelha.

Figura 5: Producdo de mel e cera de abelha.
(Fonte: Disponivel em: http://www.boticasparque.pt/dados.php?ref=abelhas. Consultado em 05/01/2019).
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Dependendo da subespécie da Anthophila, da idade da cera e das condicGes
climaticas em que foi produzida, sua composicdo pode variar. A composi¢cdo bésica da
cera de abelha inclui hidrocarbonetos, &cidos gordos livres, mono/di/triésteres,
hidréximonoéstesres, hidroxipoliesteres, monoésteres de acidos gordos de acordo com a
Tabela 5.

Tabela 5: Compostos presentes na Cera de Abelha.
(Fonte: Adaptado de Barros et al., 2009).

Composto M/M
Hidrocarbonetos Alcanos 12,80%
Alcenos 2,90%
Total de hidrocarbonetos 14216 %
Acidos Gordos Livres 12A15%
Monoésteres 40,80%
Esteres Hidroximono-Esteres 9,20%
Diesteres 7,40%
Total de Esteres 57 A67 %
Alcoois Gordos Livres 1%

De acordo com a variacdo de compostos, a cera também tem a sua coloragéo
diversificada. Para fins comerciais, a cera de abelha passa por tratamentos de
branqueamento, que pode ser feito pela exposicdo a luz solar ou pela lavagem com
produtos quimicos, tais como: peroxido de hidrogénio, acido oxalico, &cido citrico, acido
sulfirico, ou ainda a combinacio destes. E recomendada a utilizacdo de carvéo ativado
ap0s 0s processos de branqueamento utilizando quimicos, afim de filtrar possiveis
substancias residuais (Barros et al., 2009). A Figura 6 é referente a uma porcao de cera

de abelha branqueada.

A densidade da cera varia entre 0,960 e 0,987 g/cm3 e o ponto de fusdo entre 60
e 65°C. Por ser um composto lipido, € insoltvel em &gua. Apresenta solubilidade em

6leos volateis, éter, cloroférmio e benzeno (Huertas et al., 2009).

A cera de abelha por apresentar comportamento hidrofébico, requer a utilizacédo

de um agente emulsionante para possibilitar a preparagdo de uma emulsdo cera/agua.
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Figura 6: Cera de abelha comercial branqueada.
(Fonte: Disponivel em https://hadalavanda.pt/produto/cera-de-abelha-branca/. Consultado em
05/01/2019).

25 Emulsionantes

Os emulsionantes ndo idnicos sdo compostos organicos capazes de contribuir
para a estabilidade de uma emulsdo devido a sua estrutura anfifilica. Essa estrutura é
caracterizada por ser constituida por duas partes, uma parte lipofilica e outra parte
hidrofilica (Tharp’s & Yong, 2012). A parte lipofilica do composto corresponde,
geralmente, a uma cadeia alquilica longa, enquanto que a parte hidrofilica consiste num
grupo dissociavel ou em grupos hidroxilados comportando-se como apresentado nas
Figuras 7 (Food Ingredients, 2013).

el

éwulllo Oleo/Agua Emulsio Agua/Oleo

Figura 7, Esquematizacdo das emulsdes.
(Fonte: Disponivel em http://www.revista-fi.com/materias/324.pdf. Consultado em 04/01/2019).
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Existem diversos tipos de emulsionantes, tanto naturais quanto sintéticos. S&o
catalogados de acordo com a sua hidroafinidade sendo esta classificagdo denominada de
“Equilibrio Hidréfilo Lipofilico” (EHL) e ¢ ordenada numericamente de 1 a 20. Quanto

maior o seu valor de EHL, mais hidrofilico & o emulsionante.

O emulsificante escolhido para este trabalho foi o Tween 80, cujo o EHL é 15.
E um liquido amarelo claro, viscoso e ndo toxico. E facilmente solivel em &gua, soltvel
em etanol, dleo vegetal, acetato de etilo, metanol e insolivel em dleo mineral. A

representacdo da sua estrutura quimica é apresentada na Figura 8 (Iro Group INC 2018).

0
N—CH,00CC7Hss
H(OCH,CH.),O- L O(OCH,CH,).H
O(OCH,CH,)H

Figura 8: Estrutura do Tween 80.
(Fonte: Adaptado de Iro Group INC, 2018).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo dedica-se a descrever os materiais utilizados para a realizacdo do
trabalho, assim como as técnicas de processamento e caracteriza¢ao utilizadas, bem como

os locais onde foram feitas.

3.1. Materiais

O B-caroteno (99,0% de pureza) foi adquirido a Sigma-Aldrich. A cera de abelha
(100% de pureza, Acros Organics) foi utilizada como o encapsulante lipidico, o
emulsionante utilizado foi o Tween 80 (Panreac Quimica S.L.U).

Para analisar os efeitos em matrizes alimentares lipofilicas selecionou-se a
maionese. Esta foi adquirida em um supermercado local e sua composicéo € 80% 0leo de
colza, 6% gema de ovo pasteurizada e outros compostos em menor quantidade: vinagre

de alcool, acucar, sal sementes de mostarda, acido citrico e EDTA de célcio dissédico.

Para a realizacdo das analises nutricionais na amostras de maionese controlo e
na mistura desenvolvida foram usados: acetonitrilo (99,9%), n-hexano (95%), etanol
absoluto (99,9%) e acetato de etilo (99,8%), todos de grau HPLC e adquiridos na Fisher
Scientific (Lisboa, Portugal). Por outro lado, a mistura padrdo de referéncia de éster
metilico de acidos gordos (FAME) 37 (padrao 47885-U) foi adquirida da empresa Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), bem como os isomeros dos acidos gordos individuais e
acucares (D(-)-frutose, D(+)- sacarose, D(+)-glucose, D(+)-trealose, D(+)-rafinose
pentahidrato e D(+)- melezitose). O tratamento da agua foi feito através de um sistema
de purificacdo Milli-Q (TGI Pure Water Systems, Greenville, SC, USA).

3.2  Analise Termogravimétrica do f-caroteno

O corante B-caroteno foi caracterizado por anélise termogravimetria (TG/DTG)

para conhecer a sua estabilidade a temperatura e limitar temperaturas de trabalho.
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A anélise termogravimétrica foi realizada em um equipamento NETZSCH
modelo TG 209 F3 Tarsus (Selb, Alemanha) nas condic¢des descritas por (Castro-Cabado
et al., 2016). Para tal, uma aliquota de -caroteno foi aquecida em cadinho de alumina de
30 a 600°C a uma taxa de aquecimento de 10°C/min sob fluxo de azoto de 20L/min. Os
termogramas foram obtidos em software Netzsch Proteus — Thermal Analysis, verséo
5.2.1. A Figura 9 é referente ao equipamento que foi utilizado para esta analise.

Figura 9: TG 209 Tarsus Netzsch.

3.3  Producdo e Caracterizacdo das Particulas Lipidicas-Solidas

Nesta etapa foram produzidas particulas lipidicas de p-caroteno por duas
técnicas diferentes, nomeadamente homogeneizacdo a alta pressdo e dispersdo a quente,
como alternativa a técnica de spray congealing previamente utilizada no trabalho de
Sorita (2018), que foi aqui utilizada como referéncia. Foram analisadas as duas técnicas,
a fim de perceber as vantagens e desvantagens de cada uma delas do ponto de vista
produtivo e sua influéncia no tamanho de particula obtido o que terd impacto no poder

corante do produto desenvolvido.

3.3.1 Producéao das particulas por HAP

Inicialmente foi seguido o procedimento descrito em (Swarbrick 2016) para

preparacdo de uma pré-emulsdo para ser passada pelo HAP. A técnica consistiu em fundir
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a cera num banho termostético, separadamente aquecer a agua a 40°C, adicionar o
emulsionante na agua (Tween80), deitar a cera fundida na solucdo e agitar imediatamente
com auxilio do ultraturrax (Modelo Unidrive X1000 Homogeneizer Drive da CAT
Scientific) a 11000 rpm por 5 minutos (Azeredo, 2005; Silva et al., 2014). No entanto, ao
entrar em contado com a &gua, a cera solidificou rapidamente, impossibilitanto a
homogeneizacdo. Para que tal possa ocorrer é necessario que a temperatura do solvente,
neste caso a agua, seja superior a temperatura de fusdo da cera (Paradkar et al., 2003).
Devido ao facto de o ultraturax disponibilizado ndo suportar temperaturas elevadas, a
etapa do ultraturrax foi adaptada para um agitador de péas Eurostar 40 (IKA®) com
capacidade até 2000 rpm. Foi adaptada uma tampa de papel em aluminio para evitar perda
de massa por evaporacdo da solugdo durante a agitacdo a quente. Apdés o periodo de
agitacao esperou-se o resfriamento da solucéo para que a mesma fosse passada pelo HAP,
filtrada e seca. Foram realizados diversos ensaios até se obter pré-emulsdes aptas a serem
passadas pelo HAP, todas condigdes utilizadas nos ensaios estdo descritas no Apéndice
A desta dissertacdo. Na Tabela 6 pode-se observar as condi¢cdes de ensaio que passaram
pelo HAP.

Tabela 6: Ensaios HAP.

Ensaio Tween 80 (%) Agua (mL) Cera(g) Corante (g)
5 6 70 10 0,12
7 7 70 10 0,12
10 5 70 10 0,12
15 1 70 10 0,12

Foram pesadas dez gramas de cera e fundidas com auxilio de um banho de 6leo
termostatizado (NAHITA modelo 602/6). Paralelamente foram medidos 70 mL de agua,
adicionados com Tween 80 na quantidade requerida em porcentagem em relacdo ao total

da solucdo (Tabela 6) e aquecidos numa placa de aquecimento com agitacao.

Apos a cera ter sido fundida, foi adicionado o corante betacaroteno, numa
proporcao de 1,2% em relacdo a cera, tendo-se agitado até a solubilizacéo total do corante.
Seguidamente, a solucdo de 4gua com o emulsionante foi introduzida num banho de éleo
a 90°C e o agitador de pas introduzido para agitacdo. A cera fundida com o corante foi

entdo vertida sobre essa solugdo e o agitador de pas acionado para 2000 rpm e,

23



seguidamente resfriadas em banho de gelo até se obter uma temperatura de 12°C. As
amostras foram entdo filtradas por um sistema de filtragem a vacuo, formado por um funil
de Buchner, filtro de membrana de fibra de vidro, kitassato, mangueira e bomba de véacuo.
As particulas retidas no filtro foram recolhidas e colocadas a secar em local protegido da

luz.

A Figura 10 demonstra a etapa do procedimento da pré-emulsdo, antes da
homogeneizacdo a alta pressdo enquanto que a Figura 11 é referente ao homogeneizador
de alta presséo utilizado na preparacdo das amostras, a Figura 12 representa o sistema de
filtragem.

Figura 10: Dispersdo sendo realizada com agitador de pas e banho de 6leo termostatizado

Figura 11: Homogeneizador de Alta Pressdo
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3.3.3 Producéo das particulas pelo método de disperséo a quente

Emulsdo Cera/Agua

Funil de
buchner
Mangueira

Filtro de membrana I
/ Bomba de vacuo

Kitassato

Figura 12: Sistema da filtragem das emulsdes
Fonte: Autora

A metodologia de dispersdo a quente foi baseada na dispersédo da cera fundida

com o corante em uma solucdo de &gua quente contendo diversas concentracbes de

emulsionante e entdo rapidamente resfriada afim de melhorar a estabilizacdo (Milanovic

et al. 2010). Entretanto o resfriamento final foi realizado com banho de gelo e nédo pela

introducdo de gelo na

solucéo.

A producdo das microparticulas de cera foi efetuada utilizando um agitador de

pas modelo Eurostar 40 (IKA®) e um sistema de aquecimento constituido por uma placa

de aquecimento e banho de 6leo termostatizado (NAHITA modelo 602/6). Definiram-se

quatro formulagdes para producao das microparticulas, conforme descrito na Tabela 7,

onde o teor de emulsionante utilizado variou entre 0 e 3% (m/m), com base no volume

total da formulacéo.

Tabela 7: Formulaces para o método de Dispersdo a Quente

Ensaio

Massa dos compostos (g)

0,00%
0,50%
1,00%
3,00%

Ceradeabelna  Agua  p-caroteno  Tween 80
10,00 70,00 0,12
10,00 70,00 0,12
10,00 70,00 0,12
10,00 70,00 0,12

0,00
0,40
0,80
2,40
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O procedimento adotado consistiu no aquecimento da cera a 90 °C, sendo
seguida da adicdo e dissolucdo do corante sob agitacdo. Em simultaneo, o emulsionante
Tween 80 foi dissolvido em dgua a 90 °C. Apds esta etapa, a solugdo de cera e corante
foi adicionada a solu¢do aquosa sob agitagdo mecénica a 2000 rpm. Ao longo desta etapa
foram retiradas aliquotas nos tempos 5, 10, 15 e 20 minutos para analise do tamanho e
morfologia das microparticulas por microscopia Otica, tendo como objetivo otimizar o
tempo de agitacdo que permite obter o menor tamanho médio. Apds decorrido o tempo
de emulsificacdo da cera em agua, a mistura foi arrefecida em banho de gelo, de forma a
promover a solidificacdo da cera e a formacdo das microparticulas. Na etapa final as
microparticulas foram recuperadas por decantacao utilizando uma ampola. Seguidamente
foram lavadas com &agua destilada e decantadas novamente. Apo6s a recolha foram
armazenadas num dessecador. A Figura 13 exemplifica algumas das etapas do
procedimento descrito.

Figura 13: Solubilizacdo do corante na cera fundida; disperséo a quente; separa¢io por decantacdo (da
esquerda para direita).

3.4  Caracterizacao das Particulas Lipidicas Solidas Produzidas

As particulas obtidas foram caracterizadas quanto a morfologia (microscopia
Otica (MOP). A partir dos resultados obtidos, as microparticulas obtidas pela técnica mais
adequada ao processo (técnica de dispersdo a quente), nomeadamente por conduzir a

particulas com menor didmetro e maior uniformidade, foram também observadas por

26



microscopia eletrbnica de varrimento (MEV), quanto ao tamanho de particula por
disperséo laser e também analisadas por FTIR.

3.4.1 Microscopia optica (MOP)

O equipamento disponivel para a analise de MOP é um microscopio Nikon Ni-
U com capacidade para ampliacGes de 40, 100, 200 e 400 vezes. Durante 0s ensaios de
microencapsulacdo para as trés técnicas diferentes, foram feitas observacGes em
microscopio 6tico em todas as etapas afim de verificar o comportamento das
microparticulas de acordo com as condi¢des a que foram submetidas. A Figura 14 ¢

referente ao microscépio disponibilizado para as analises.

Figura 14: Microscépio Nikon Ni-U

3.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia de eletrénica de varrimento é uma ferramenta para a caracterizagdo
microestrutural de objetos sélidos. Um microscopio eletrénico de varrimento (MEV)

utiliza um feixe de elétrons no lugar de fétons utilizados em um microscopio 6ptico
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convencional, o que permite solucionar o problema de resolucéo relacionado com a fonte
de luz branca. Devido as suas cargas, os elétrons podem ser focalizados por campos
eletrostaticos ou eletromagnéticos permitindo assim caracteristicas essenciais necessarias
a um microscopio de alta resolucdo. Os MEVs permitem, para a maioria dos materiais
solidos, conservar a profundidade de campo e a observacdo de superficies rugosas.
(Dedavid et al., 2007). O MEV utilizado foi um Phenom Pro (Thermo Fisher Scientific,

Dillenburgstraat, The Netherlands) conforme representa a Figura 15.

Figura 15: MEV Phenom Pro (Thermo Fisher Scientific, Dillenburgstraat, The Netherlands)
(Fonte: Disponivel em https://mwww.phenom-world.com/desktop-scanning-electron-microscopes/phenom-
pro Consultado em. 01 jul 2019).

3.4.3 Difracédo a laser

O tamanho médio das particulas das dispersbes foi determinado por difracédo
laser utilizando um equipamento Malvern Mastersizer 3000 equipado com uma unidade
de dispersdo Hydro MV (Malvern), utilizando agua como solvente. As distribuicGes de
tamanhos em volume e em numero obtidas correspondem as distribuicdes meédias
calculadas a partir de cinco medi¢bes consecutivas para cada amostra. A Figura 16 €

referente ao equipamento descrito.
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Figura 16: Malvern Mastersizer 3000 equipado com uma unidade de dispersdo Hydro MV (Malvern)
(Fonte: Disponével em https://www.malvernpanalytical.com/br/products/product-range/mastersizer-
3000/?gclid=EAlalQobChMI4JKEysan4wlVZRbTChOowQoREAAYASAAEGKQG_D_BwWE.
Consultado em 04 jul 2019).

3.4.4 Analise das particulas por FTIR

A analise de FTIR foi efetuada para avaliar a presenca do corante no interior das
microparticulas juntamente com a influéncia do Tween. Para este efeito utilizou-se um
equipamento da marca ABB Inc. modelo MB3000 (Quebec, Canadd) em modo de
operacdo ATR (Refletancia Total Atenuada), utilizando um acessério equipado com um
cristal de diamante. As analises foram efetuadas utilizando uma resolucdo de 16 cm™,

com co-adi¢do de 32 scans, na gama de 4000-550 cm™. Os espetros foram obtidos e

tratados com o software Horizon MB versao 3.4. A Figura 17 é referente ao equipamento

"o e

descrito.

Figura 17: Espectrometro de Laboratorio FITR Versétil MB3000
(Fonte: Disponivel em https://new.abb.com/products/measurement-products/analytical/ft-ir-and-ft-nir-
analyzers/laboratory-spectrometers/mb3000. Consultado em 04 jul 2019).
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3.5 Incorporagéo das Particulas Produzidas num Produto Alimentar
(Maionese Comercial)

Apos a producdo das particulas pelas trés técnicas descritas, foram selecionadas
as microparticulas produzidas por dispersdo a quente com a finalidade de proceder a

incorporagdo numa matriz alimentar - maionese comercial.

A fim de realizar os ensaios de incorporacdo de forma a validar a melhor
microparticula a ser introduzida em maionese, foram divididas 16 porcGes de maionese
(25 g), onde foram adicionadas diferentes quantidades de P-caroteno puro e das

microparticulas mencionadas anteriormente, de acordo com a seguinte tabela (Tabela 8).

Tabela 8: Descricdo da incorporacdo das particulas, anteriormente obtidas, em maionese comercial.

Sistema Corante (mg) Maionese (mg)
Controlo 0 25,09
1,25 25,06
p-Caroteno puro 5,00 25,09
10,00 25,11
104,80 25,11
0,0% 416,90 25,06
832,90 25,08
104,90 25,02
0.50% 416,80 25,14
832,20 25,09
104,00 25,02
1,0% 416,00 25,05
832,00 25,06
104.60 25,04
3,0% 416,80 25,04
832,00 25,06
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3.6 Avaliacdo dos Parametros de Cor da Mistura Desenvolvida com a
Coloracéo Pretendida

A anélise dos parametros de cor foi realizada em todas as amostras descritas na
tabela 8, com o objetivo de relacionar o tamanho da particula, com a solubilidade,

parametros de cor obtidos e estabilidade ao longo de 15 dias.

A medicdo da cor das amostras foi realizada utilizando um colorimetro (modelo
CR-400; Konica Minolta Sensing, Inc., Toquio, Japdo) acoplado a um adaptador para
materiais granulosos (modelo CRA50), seguindo uma metodologia previamente descrita
por Roriz et al. (2017).

O valor das coordenadas tridimensionais CIE L* a* e b*, foram obtidas num
sistema computorizado com um iluminante tipo C e um diafragma de didmetro 8 mm,
sendo que, para o processamento dos dados, recorreu-se ao software Spectra Magic Nx
(versdo CM-S100W 2.03.0006, Konica Minolta, Japdo). Relativamente as coordenadas
tridimensionais obtidas, L* representa a luminosidade, a* representa a cromaticidade num
eixo do verde (-) a vermelho (+), e b* representa a cromaticidade num eixo do azul (-)

ao amarelo (+), como ilustrado na Figura 18.

100

Figura 18: Coordenadas tridimensionais obtidas por L* a* e b*
(Fonte: Disponivel em https://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/170416/1/Parte-4-cap-1-
Colorimetria. Consultado em 04 jul 2019).
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Para a avaliacdo da cor, retiraram-se 3 porcdes equitativas de cada mistura referida
na tabela 8 e foram feitas leituras em 3 pontos distintos para cada porg¢éo, considerando-
se 0s valores médios. Previamente e apds a analise, o colorimetro foi calibrado com um
padréo branco (Spectra Magic NX Instruction Manual, Konica Minolta Sensing, Inc.,
2009, Japdo).

Apobs a incorporacdo das particulas lipidicas na maionese foi selecionada a
amostra que exibiu as melhores carateristicas de cor e maior solubilidade. Posteriormente,
na amostra que apresentou essas qualidades foram realizados varios ensaios de avaliacdo
de cor e valor nutricional (teor em proteinas, cinzas, gordura, hidratos de carbono, energia
e perfil em acglcares e é&cidos gordos) ao longo de dois tempos de prateleira,
nomeadamente logo ap6s o processo de incorporacdo (TO dias) e apds 15 dias de
armazenamento no frio (T15 dias), de forma a observar a influéncia das microparticulas
ao longo do tempo. Estes resultados foram sempre comparados com uma amostra
controlo (sem adicdo das particulas corantes). As Figuras de 19 a 26 séo referentes a

essas analises.

Figura 19: Amostra controlo (TO dias)

Figura 20: Misturas obtidas através da incorporagdo do B-caroteno puro e das microparticulas (0,0; 0,5;
1,0 e 3%), com uma concentragdo de 1,25 mg de B-caroteno/25g de maionese, no tempo 0 dias. (Da
esquerda para a direita).
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Figura 21: Misturas obtidas através da incorporagdo do B-caroteno puro e das microparticulas (0,0; 0,5;
1,0 e 3%), com uma concentragdo de 5 mg de B-caroteno/25g de maionese, no tempo 0 dias. (Da esquerda
para a direita).

Figura 22: Misturas obtidas através da incorporagdo do B-caroteno puro e das microparticulas (0,0; 0,5;
1,0 e 3%), com uma concentragdo de 10 mg de B-caroteno/25g de maionese, no tempo 0 dias. (Da esquerda
para a direita).

Figura 23: Amostra controlo (T15 dias)

33



Figura 24: Misturas obtidas através da incorporagdo do B-caroteno puro e das microparticulas (0,0; 0,5;
1,0 e 3%), com uma concentracdo de 1,25 mg de B-caroteno/25g de maionese, no tempo 15 dias. (Da
esquerda para a direita).

Figura 25: Misturas obtidas através da incorporagdo do B-caroteno puro e das microparticulas (0,0; 0,5;
1,0 e 3%), com uma concentragio de 5 mg de B-caroteno/25g de maionese, no tempo 15 dias. (Da esquerda
para a direita).

Figura 26: Misturas obtidas através da incorporagdo do B-caroteno puro e das microparticulas (0,0; 0,5;
1,0 e 3%), com uma concentragdo de 10 mg de 3-caroteno/25g de maionese, no tempo 15 dias. (Da esquerda
para a direita).

Apos a avaliacdo dos pardmetros de cor em todas as amostras acima descritas,

foi selecionada para avaliagdo nutricional, a amostras que apresentou a coloragdo
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pretendida (amarelo) e melhor facilidade de solubilidade das microparticulas. A matriz
alimentar que apresentou os aspectos pretendidos foi a que recebeu as microparticulas
lipidicas solidas contendo 3,0% de Tween 80, na concentragdo de Smg de B-caroteno/25g

de maionese comercial.

3.7  Determinacao do Valor Nutricional da Mistura Desenvolvida com a
Coloracéo Pretendida

A avaliacdo nutricional foi realizada pela determinacdo do teor em proteinas,
cinzas, gordura, hidratos de carbono e energia, utilizando as metodologias oficiais de
analise (AOAC 2016). Foi também avaliado o perfil em agucares livres e acidos gordos
através de tecnicas cromatograficas, nomeadamente cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de indice de refracdo (HPLC-RI) e cromatografia
gasosa acoplada a um detector de ionizacdo por chama (GC-FID), respectivamente.

3.7.1 Determinacdo do teor de proteinas

O teor em proteinas (N x 6,68) foi obtido pelo método macro-Kjeldahl, o qual
se baseia na quantidade de azoto presente na amostra. Para tal, é adicionado acido
sulfarico concentrado (H2SO4) & amostra (0,5 g) ocorrendo, desta forma, a digestdo da
matéria organica e, consequente, formacdo de um sal inorganico, o sulfato de amonio
(NH4)2S04, no qual é retido o azoto. Em seguida, alcaliniza-se a solugdo por adi¢éo de
hidroxido de sddio (NaOH), que poténcia a libertacdo de azoto na forma de amoniaco,
NHas. O amoniaco é, em seguida, destilado e recolhido numa solucéo de acido conhecido,
neste caso, H.SO4 (0,1 M). Por fim, é feita uma titulagdo com NaOH (0,1 M), utilizando
um indicador vermelho de metilo, que permite quantificar o azoto presente na amostra. A

Figura 27 é referente ao macro-Kjedahl utilizado.
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Figura 27: Procedimento experimental para a determinacédo do teor em proteinas usando um sistema de
macro-Kjeldahl.

3.7.2 Determinacao do teor de cinzas

As cinzas sao residuos inorganicos que permanecem no alimento ap6s 0 processo
de incineracdo da matéria organica de uma amostra, define-se entdo que o valor referente
as cinzas é aproximadamente a quantidade total de minerais presentes na amostra. Alguns
minerais porém, podem ser volatilizados durante a metodologia, como é o caso por
exemplo do KCOz e NaCOs, portanto ndo é um método 100% eficaz porém é muito
préximo da quantificacdo real de minerais presentes na amostra (Figueiredo 2007). A

Figura 28 é referente a uma mufla.

Para a obtencao do teor em cinzas, fez-se uma incineracao a 550 + 15 °C durante
12 horas.

Figura 28: Mufla.
(Fonte: Disponivel em http://www.dentsply.com.br/bulas/diretory/m/manual-forno-vulcan.pdf.
Consultado em 22 jun. 2019).
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3.7.3 Determinacao do teor lipidico

O teor em gordura total foi determinado através da extragdo de uma massa
conhecida de amostra (3 g), num aparelho de Soxhlet, para a qual se utilizou como
solvente de extracdo o éter de petrdleo, a uma temperatura de aproximadamente 80°C,

durante 7 horas. A Figura 29 é referente ao Soxhlet utilizado.

Figura 29: Aparelho de Soxhlet

3.7.4 Determinacao de hidratos de carbono e valor energético

Os hidratos de carbono foram calculados por diferenca (Equacéo 1), enquanto
que a valor energético foi determinado de acordo com a Equacéo 2 e 3, em KCal e KJ,

respectivamente, apresentada abaixo.

Hidratos de carbono = 100 — (gproteinas + glipideos + gcinzas)

Equacdo 1: Equagdo para determinacdo de hidratos de carbono
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Energia (KCal) = 4 x (gproteinas + ghidratos de carbono) + (9 x ggordura)

Equacéo 2: Equacdo para determinacgdo da energia total em KCal

Energia (KJ]) = energia (Kcal) x 4,19

Equacao 3: Equacdo para determinagdo da energia total em KJ

3.7.5 Perfil em acucares livres

Os agucares livres foram determinados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI), conforme descrito

anteriormente por Barros et al. (2013).

A amostra (1 g) foi enriquecida com melezitose (utilizada como padréo interno,
25 mg/mL) e a extracdo foi efetuada com 40 mL de uma solucdo etanolica (80/20, v/v),
num banho a 80 °C (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha), durante 1 hora e 30 min, com

agitacdo a cada 15 minutos.

Posteriormente, 0 sobrenadante obtido foi centrifugado (centrifuga refrigerada
K240R, Centurion, Sussex Ocidental, Reino Unido) a 5000 rpm durante 10 minutos e
transferido para um baldo de vidro para evaporar a fracdo etanolica, recorrendo-se ao
evaporador rotativo (Biichi R- 210, Flawil, Suica) (60 °C, pressdo reduzida). A fase
aquosa foi lavada 3 vezes com éter dietilico (10 mL), tendo sido, seguidamente, 0s restos
do mesmo evaporados. Ao residuo seco obtido, foi adicionada agua até perfazer um
volume final de 5 mL e filtrou-se 1,5 mL do mesmo (filtros de nylon - 0,2 um, Whatman)

para um vial, para posterior analise do perfil em acUcares num sistema de HPLC-RI.

O sistema de HPLC encontra-se equipado com uma bomba (Knauer, Sistema
Smartline 1000, Berlim, Alemanha), um sistema desgaseificador (Smartline manager
5000), um amostrador automatico (AS-2057 Jasco, Easton, Maryland, EUA) e um detetor

de indice de refracdo (Knauer Smartline 2300). A separacdo cromatografica foi obtida
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através de uma coluna Eurospher 100-5 NH2 (4,6 x 250 mm, 5 um, Knauer), que operou
a uma temperatura de 35 °C (7971 R Grace).

Como fase mdvel foi usado acetonitrilo/agua desionizada (70:30; v/v) com um
caudal de 1 mL/min, sendo o volume de inje¢do de 10 pL. Para a identificagdo dos
compostos, recorreu-se ao software Clarity 2,4 Software (DataApex), com o qual se
compararam 0s tempos de retencdo relativos dos picos da amostra, com padroes
conhecidos. Os resultados foram obtidos pelo método do padrdo interno e expressos em
grama de composto por 100 g de massa fresca. A Figura 30 € referente aos procedimentos
para determinacdo de acUcares livres.

Figura 30: Procedimento experimental para a determinacéo do perfil de agucares livres.

3.7.6 Perfil em acidos gordos

Os acidos gordos foram determinados por cromatografia gasosa com detecgédo

por ionizacdo de chama (GC-FID), como descrito anteriormente por Pereira et al. (2012).

Ao extrato lipidico obtido previamente por extracdo em Soxhlet, foram
adicionados 5 mL de uma solucdo de metanol/acido sulfurico/tolueno, na proporc¢édo 2:1:1
(v/viv) e a mistura permaneceu num banho (Julabo, SW22; Seelbach, Alemanha) a 50
°C (com agitacdo de 160 rpm) durante aproximadamente 12 h. Apos retirar os tubos do
banho e, com o intuito de potenciar a separagéo de fases, foi adicionada agua desionizada
(3 mL) na mistura e, posteriormente, para recuperagdo dos ésteres metilicos de acidos
gordos (FAME) foi adicionado éter dietilico (3 mL); ambos 0s passos com agitagcdo em
vortex. Apos a separacao das fases, transferiu-se o sobrenadante para um vial, no qual se
adicionou previamente sulfato de sodio anidro, a fim de desidratar o sobrenadante. Por

altimo, filtrou-se o mesmo através de filtros de nylon (0,2 um; Whatman; Sigma-Aldrich,
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St. Louis, MO, EUA) para um vial de 15 mL, para posterior andlise num sistema de GC-
FID.

O perfil de &cidos gordos foi obtido através de um sistema de GC (Modelo DANI
GC 1000) equipado com um injetor split/splitless, um detetor de ionizacdo de chama
(FID, 260 °C) e uma coluna Zebron-Kame (30 m x 0,25 mm ID x 0,20 pum df;
Phenomenex, Lisboa, Portugal). O programa de temperatura aplicado foi o seguinte:
temperatura inicial de 100°C, durante 2 min; aumento progressivo da temperatura:
10°C/min até 140°C; 3°C/min até 190°C; 30°C/ min até 260°C que permaneceu durante
2 min. O géas de transporte utilizado foi o hidrogénio com um caudal de 1,1 mL/min,
medido a 100°C. A injecéo split (1:50) foi realizada a 250°C, onde foi injetado 1 puL da

amostra. A Figura 31 ¢ referente ao sistema GC-FID.

A identificacdo de acidos gordos foi feita com base nos tempos de retencdo
relativos dos picos de FAME das amostras com padrdes conhecidos. Para o
processamento dos resultados, recorreu-se ao software CSW 1,7 (DataApex 1,7, Praga,
Republica Checa) e estes foram expressos em percentagem relativa (%) para cada acido

gordo detectado.

Figura 31: Sistema de GC-FID (cromatografia gasosa acoplada a um detector de ionizagéo por chama)
para a determinacdo do perfil de &cidos gordos.
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3.8 Andlise Estatistica

Os ensaios descritos foram realizados em triplicado e os resultados foram
expressos no formato media * desvio padrdo (SD). Os dados foram analisados através do
teste ANOVA, com o intuito de determinar as diferencas significativas entre as amostras,
com p-value = 0,05 (SPSS v. 23.0; IBM Corp., Armonk, Nova lorque, EUA).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Termogravimetria do p-caroteno

A Figura 32 apresenta o termograma obtido por TG para o B-caroteno. Da

analise do termograma verifica-se que a amostra comeca a degradar a temperatura de

176,0°C. Adicionalmente, e dado que a esta temperatura a massa da amostra é de 97,71%,

comprova o facto deste corante ser bastante hidrofobico (auséncia de agua, a qual

apresenta degradacdo até 100°C). Aos 310 °C mais de 50% encontra-se por degradar,

indicando uma forte estabilidade & temperatura. A temperatura de 474 °C verifica-se a

degradacdo quase total da amostra (residuo de 3,41%).0s valores observados nesta

analise séo condizentes com os valores encontrados em trabalhos realizados previamente

por Assuncdo (2016) e Peinado et al. (2016)

Diante dessa analise é possivel afirmar que o f-caroteno € bastante resistente a

temperatura podendo passar por processos termicos durante a microencapsulacdo e/ou

processamento.
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Figura 32: Termograma obtido por TG para o 3-caroteno.

Creaied with NETZ50H Froteus sonnire

42



4.2 Microparticulas Produzidas por Spray-congealing.

Neste trabalho ndo foram produzidas particulas por spray-congealing tendo-se
tomado por referéncia o trabalho de Sorita (2018). De acordo com anélises MEV feitas
posteriormente a realizacdo do trabalho citado foi possivel verificar, para o sistema
baseado na cera de abelha e utilizando curcumina como corante (condi¢Ges que servem
de modelo ao presente trabalho, ja que o tamanho das particulas depende do tamanho do
nozzle), que as particulas obtidas sdo maioritariamente de dimensdo elevada (acima dos
10 Jm). Assim, no contexto deste trabalho a obtencdo de particulas de menor dimensao
constitui uma vantagem. A figura 33 é referente a imagens dos microparticulas produzidas
por Sorita (2018).

Ampliacao

Figura 33: Particulas produzidas com cera de abelha por spray-congealing.
(Fonte: Sorita, 2018)

4.3  Microparticulas Produzidas por HAP

O apéndice B mostra os resultados dos experimentos testados para todos 0s

ensaios realizados para execucdo da homogeneizagéo a alta presséo.

Ap0s o primeiro ensaio, algumas tentativas da utilizac&o do ultraturrax conforme
descrito na metodologia, percebeu-se a desvantagem de sua utilizacdo e seguiu-se
alternativamente ao agitador de pés, mantendo a temperatura na faixa de 90°C e

resfriamento lento.
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Dos ensaios 2 ao 4, percebeu-se uma formacéo de pasta sobrenadante durante o
resfriamento lento das emulsdes, entdo nos testes a seguir, ap6s a homogeneizacéo a
quente, a solucdo foi resfriada rapidamente. O resfriamento répido apds a formacéo da
emulsdo apresentaram melhores resultados de estabilizacdo das microparticula em
trabalhos desenvolvidos anteriormente (Gangurde et al., 2015; Silva, 2014). O
resfriamento foi feito em banho de gelo e &gua até a temperatura de 12°C afim de

estabilizar/solidificar as particulas formadas e evitar aglomeracéo das mesmas.

Apobs o resfriamento rapido as amostras que apresentaram boa estabilidade
(amostras 5, 7, 10 e 15) foram destinadas ao HAP. Inicialmente a proposta seria analisar
a amostra passando por 3, 6 e 9 ciclos no HAP, entretanto algumas particulas que
provocaram o entupimento do sistema permitindo no maximo 1 ciclo para as amostras 5
e 15 e 3 ciclos para as amostras 7 e 10, as particulas aglomeraram devido a pressao
exercida pelo equipamento causando entupimento e impedindo a realizagdo de mais
ciclos. E encontrado na literatura que algumas vezes a pressdo na homogeneizacio a alta
pressdo e o numero de ciclos, pode provocar um efeito reverso, invés das particulas terem
seu tamanho reduzido, elas passar a ser aglomeradas umas nas outras devido a coalescia
que é provocada pela alta energia cinética das particulas (Mehnert 2001; Muller et al.,
2002; Wissing et al., 2004). A Figura 34 apresenta imagens na escala de 10um para
comparar as emulsGes com 1% de tween antes e apos a passagem pelo HAP, pode-se

observar a aglomeracdo das particulas e algumas estruturas quebradas ou deformadas.

Ampliagéo 100X 200X 400X

Pré-emulsio

Apobs 1 ciclo
no HAP

5 s

Figura 34: Emulsdo antes e apds HAP
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Observou-se diferenca na intensidade de coloracéo apos a passagem pelo HAP.
Ao observar as estruturas no microscopio Optico confirmou-se que algumas
microparticulas foram rompidas ap6s a HAP e parte do corante foi entdo dispersado no
solvente. Outra parte das microparticulas aglomerarem gerando a hipdtese desse método
ndo ser eficaz para lipidos sélidos. A Figura 35 mostra algumas particulas aglomeradas
e uma delas rompidas, perdendo sua funcéo encapsulante.

Figura 35: Estrutura das particulas ap6s passagem no HAP (1% tween80). Ampliacdo de 200X.

4.4 Microparticulas Produzidas por Dispersdo a Quente

Em alternativa aos métodos citados anteriormente, prosseguiu-se com a
metodologia de dispersdo a quente, para a qual obtiveram-se melhores resultados em
relacio ao tamanho, conformacdo de particula e homogeneidade das mesmas,
comparativamente aos métodos baseado em HAP e Spray-congealing. A Figura 36

compara as observacoes dos tamanhos de particulas para as formulacdes.

Para melhor andlise dos resultados das amostras produzidas por essa técnica, foi
realizada a analise de Dispersao a Laser afim de quantificar a média de distribuicéo e do
volume dessas particulas, a andlise em MEV para observar com maior detalhamento as

estruturas formadas e o FITR para observar as iteracGes entre 0s componentes.
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Ampliagéo

100X

200X

400X

0,0% 0,5% 1,0%

Figura 36: Observacdo em MOP das particulas obtidas por disperséo a quente.
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45  Andlise da Disfracéo a Laser

A anélise do tamanho das microparticulas permitiu obter as distribuicbes médias
em niimero e em volume e 0s respetivos percentis D10, D50 e D90, calculados com base
em cada distribuicdo, estando descritos na Tabela 9.

Analisando as distribuicdes em volume (Tabela 9), verifica-se que todas
amostras apresentam distribuicdes multimodais ou aproximadamente multimodais
(presenca de varios picos). O tamanho médio das particulas corresponde ao valor de D50
e indica que o maior tamanho observado foi 344 um, tendo sido registado para a amostra
identificada como 0,0%, enquanto o menor tamanho foi de 10,80 um, tendo sido obtido
para amostra 3,0%. Analisando estes resultados com base nos diferentes teores de
emulsionante testados, observou-se uma diminuigdo dos tamanhos das microparticulas
com o aumento da percentagem de Tween 80 de 0 para 3,0%. Este resultado é expectavel
dado que o aumento do teor de emulsionante facilita a formagdo de gotas de pequena

dimenséo durante a formacéo da fase dispersa (Kheradmandnia et al., 2010).

Tabela 9: Anélise de tamanho de particula

Ensaio Distribuices D10 (um) D50 (um) D90 (um)
Volume 46,90 £ 2,95 344,00 £ 4,10 690,00 + 3,09
0,0%
NUmero 0,11+0,02 0,14 +£0.03 0,27 £ 0,05
0.5% Volume 9,45+ 0,35 46,00 £ 0,78 154,00 + 2,50
Ndmero 0,17+0,01 0,24 +£0,01 0,44 +£0,02
1.0% Volume 0,84+ 0,04 25,50 £ 0,15 69,50 + 1,25
NUmero 0,01+0,00 0,02 £ 0,00 0,03 +0,00
3.0% Volume 0,12 +0,00 10,80+ 0,15 36,20 £ 0,80
NUmero 0,01 +0,00 0,02 £ 0,00 0,03+ 0,00

Relativamente as distribuicGes em numero (Tabela 9), todas as amostras
apresentam distribuicdes unimodais. O maior tamanho médio (valor de D50) (0,24 pum)
foi registado para a amostra 0,5% enguanto o menor (0,02 um) foi obtido para as amostras

1,0% e 3,0%. O tamanho inferior (0,14 um) registado para a amostra 0,0% na distribuigéo
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em namero, evidencia a presenca de uma grande quantidade de microparticulas de
pequenas dimensdes. Apesar disto, a conformagdo multimodal da distribuigdo em volume
mostra a presenca de algumas microparticulas de grande dimenséo, evidenciando a
heterogeneidade do tamanho desta amostra. As Figuras 37 e 38 sdo referentes a
distribuicdo em volume e numero das microparticulas produzidas pelo método de
dispersdo a quente, contendo 0,0 0,5 1,0 e 3,0% de emulsionante.
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Ensaio
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Figura 37: Distribuicdo em volume e nimero para as amostras 0,0% e 0,5%
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Figura 38: Distribuicdo em volume e nimero para as amostras 1,0% e 3,0%.
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4.6 Anélise da MEV

A Figura 39 mostra a analise de MEV feita as particulas produzidas para duas
ampliacGes (500 e 2500X). As amostras analisadas corresponderam as microparticulas
produzidas pela técnica de dispersdo a quente, nomeadamente as particulas sem

emulsionante e as produzidas com emulsionante na proporc¢éo de 0,5%, 1,0% e 3,0%.

A MEV permitiu avaliar estas amostras quanto a sua morfologia.
Independentemente da formulacdo testada, todas as amostras apresentaram
microparticulas esféricas de tamanho variado, bem como alguma aglomeracéo parcial. O
aspecto negativo da presenca de aglomeracédo € que esta pode afetar na determinacdo da
distribuicdo de tamanhos e respetivo tamanho médio conforme citado por Savolainen et
al. (2002).

No presente trabalho a utilizacdo de emulsionante, em particular no caso do teor

mais elevado, fez com que as particulas apresentassem boa dispersibilidade em agua.

Quanto a diferenca de estrutura apresentada pelas particulas analisadas e
sabendo que a funcdo do emulsionante € compatibilizar as fases polares com apolares,
este consegue incorporar-se na estrutura do lipideo podendo interferir no processo de
solidificacdo da cera, verificando-se ainda que, quanto maior a quantidade de tensoativo,
melhor a continuidade e homogeneidade das particulas (Eldem et al., 1991). Esta
afirmacéo pode ser comprovada nas imagens da Figura 41, nomeadamente na amostra
sem emulsionante onde se observam microparticulas de tamanho superior e com
caracteristicas de aglomeracdo mais pronunciadas, sendo dificil fazer a sua dispersao
posterior. HA medida que a quantidade de emulsionante aumenta, as microparticulas
parecem estar mais separadas e com formato esférico mais definido apresentando melhor

dispersibilidade em agua.
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Amostra Ampliacao

0,0%

0,5%

1,0%

3,0%

Figura 39: Morfologia das particulas lipidicas produzidas pelo método da dispersao a quente para 0s
diferentes teores de emulsionante (0,0 0,5, 1,0 e 3,0%).

4.7 Andlise FTIR

As amostras analisadas foram o Tween 80, [-caroteno, cera de abelha e as
microparticulas produzidas sem emulsionante, e contendo 0,5%, 1,0 %e 3,0% de
emulsionante, sendo referidas como 0,0 %; 0,5%; 1,0% e 3,0%. As Figuras 40 a 42 sdo
referentes as analises FTIR.
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Figura 40: FITR tween80, B-caroteno e cera de abelha
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Figura 41: FTIR B-caroteno encapsulado
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Figura 42: FITR iteracdo entre os compostos.

Analisando os espectros obtidos para os componentes puros, verifica-se que:

. Para o Tween 80 observou-se um pico a 3433 cm™, sendo caracteristica da
presenca de grupos hidroxilo (OH). Para além deste, foram também identificadas
vibragdes a 2920 e 2860 cm™ sendo associadas as vibragGes das ligacdes CH2, enquanto
a 1737 cm?, foi registada a vibragdo associada a ligagdo C=0. O pico localizado a 1092
cm? esta relacionado com a vibragdo éster (-COOH). As mesmas caracteristicas foram
identificadas no trabalho de Liu et al. (2015).

. Para o f-caroteno, as principais vibracdes identificadas em 2914 e 1361
cm? sdo associadas ao estiramento assimétrico e simétrico da ligacdo C-H, enquanto a

965 cm™ ¢ identificada a vibragdo do grupo trans -CH=CH (Silva et al., 2017).

. No caso da cera de abelha, observaram-se dois picos caracteristicos, onde
0 primeiro é identificado a 2913 cm™ associado ao estiramento assimétrico dos grupos

CH e o segundo em 2843 cm™ é relacionado com o estiramento simétrico desta ligaco,
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sendo caracteristica dos alcanos. A 1735 e 1463 cm™ sdo identificadas as vibragoes das
ligages C=0 enquanto a 1170 cm™ ¢ registada a vibragdo C-O dos grupos éster. Entre
710-730 cm™ destaca-se a vibragéo caracteristica dos CH associadas as cadeias longas de

hidrocarbonetos, corroborando a analise realizada por Sveénjak et al. (2015).

. Analisando os espetros das microparticulas (0,0; 0,5; 1,0 e 3,0%) verifica-
se a presenca dos picos caracteristicos da cera de abelha entre 2800-3000 cm™?, juntamente
com as vibragGes das ligagdes C=0 a 1735 e 1463 cm™, e com o pico do grupo C-O do
éster a 1170 cm™. Para além destes, sdo também identificados os picos caracteristicos do
B-caroteno, referentes ao estiramento assimétrico e simétrico da ligagdo C-H (2914 e 1361
cm?) e a presenca de vibragdo relacionada ao alceno (trans -CH = CH, 965 cm™). A
presenca do emulsionante é notada através das vibracdes éster a 1092 cm™, sendo esta

apenas visivel nos espetros das microparticulas 1,0 e 3,0%.

4.8  Coloragdo na Matriz Alimentar

Considerando a importancia do aspeto exterior num produto alimentar, os
parametros de cor, nomeadamente L* (luminosidade), a* (intensidade da cor vermelha)
e b* (intensidade da cor amarela), foram avaliados na amostra controlo e na maionese
com microparticulas que apresentou a tonalidade visualmente pretendida, assim como,
onde se evidenciou melhor solubilidade das particulas incorporadas. N&o obstante, foram
também realizadas medicdes de cor ao fim de 15 dias de armazenamento a frio (6°C),
com a finalidade de avaliar a influéncia do tempo de armazenamento nos parametros de

cor. Os resultados estéo presentes na Tabela 10.

A medicdo realizada imediatamente ap0s a mistura das particulas com a
maionese (tempo 0 dias) revelou uma diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05),
em todos os parametros de cor avaliados (L*,a*,b*), comparativamente com a amostra
controlo (maionese comercial). Visualmente a mistura obtida apresentou uma tonalidade
amarela, apresentando para o parametro L* valores de 90,8 £+ 0,5 e para 0s parametros a*
e b* valores de 15,1 £0,2 e 80,7 + 0,6, respectivamente; enquanto que, a amostra controlo

revelou valores de L*, a* e b* de 98,8 + 0,6; -2,6 + 0,2 e 23,1 £ 0,9, respetivamente.
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Apds 15 dias de armazenamento, continua a ser notoria a diferenga de cor entre
a amostra controlo (L*=97,7 +1,5; a*=-1,7+£ 0,2 e b* = 26,1 + 0,8) e a mistura (L* =
91,0£0,7;a*=159+0,2e b*=81,1+0,2).

Fazendo uma comparagdo entre tempos de prateleira, na amostra controlo
verificou-se que ao fim do tempo de armazenamento apenas 0 parametro L* se manteve
(97,7 £ 1,5), tendo havido um aumento estatisticamente significativo nos parametros a*
(-1,7 £0,2) e b* (26,1 + 0,8), 0 que se traduz numa leve alteracdo de tonalidade. No que
concerne a mistura desenvolvida (mistura das particulas com a maionese), o parametro
L* (91,0 £ 0,7) ndo evidenciou alteracdes significativas, assim como o parametro b* (81,1

+ 0,2); aumentando apenas os valores de a* (15,9 £ 0,2).

Para melhor percepcdo das tonalidades da amostra controlo e da mistura
desenvolvida, os respetivos valores CIE foram convertidos em RGB através de um

programa (<http://www.easyrgb.com/en/convert.php>).

Tabela 10: Pardmetros de cor (CIE L*a*b*) medidos na amostra de maionese controlo e da mistura obtida
por adicdo de microparticulas corantes. Os valores sdo apresentados em média + desvio padréo

Controlo Cor Controlo Cor MisturaTO Cor Mistura Cor
TO dias RGB T15 dias RGB dias RGB T15 dias RGB
L* 98,8+0,6° 97,7+1,5° 90,8+0,5? 91,0+0,72
a* -2.6+0,22 -1,7+0,2° 15,1+0,2° 15,9+0,2¢
b* 23,1+0,9? 26,1+0,8° 80,7+0,6° 81,1+0,2¢

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas entre a coloragéo (p <0,05).

Tendo em conta a literatura disponivel, ndo foram encontrados estudos de
incorporacdo de ingredientes corantes a base de PB-caroteno na maionese, conferindo,

desta forma, novidade ao presente estudo.

4.9 Valor Nutricional da Matriz Alimentar Contendo o Sistema Corante
Selecionado

Os resultados referentes a avaliagdo do valor nutricional (gordura, proteinas,

cinzas, hidratos de carbono, acglcares livres e energia) da amostra controlo de maionese e
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da mistura desenvolvida estdo presentes na Tabela 11. No tempo O dias, a amostra
controlo (maionese) e a mistura obtida ndo revelaram diferencas estatisticamente
significativas (p > 0,05) em nenhum dos parametros analisados. O mesmo aconteceu ap0s
15 dias de armazenamento, onde também ndo se verificaram alteracGes do valor

nutricional.

Tendo em conta os resultados obtidos, foi evidente que os macronutrientes
presentes em maior quantidade foram as gorduras, mostrando valores que oscilam de 81,4
+ 0,4 a 82 £ 2 g/100 g; seguido do teor em hidratos de carbono (15 + 1 a 16,8 £ 0,5
g/100g). O teor proteico apresentou valores consideravelmente baixos, oscilando entre
0,95+ 0,07 e 1,4 £ 0,1 g/100g; assim como a concentracdo em cinzas (0,916 + 0,005 a
0,92 £ 0,01 g/100g). Em relacao aos hidratos de carbono os valores oscilaram entre 15 +
1e 16,8 + 0,5 g/100g, com destaque para a sacarose que apresentou uma concentracao
entre 2,05 + 0,01 e 2,10 £ 0,01 g/100g. Em geral, o valor energético oscila entre 803 + 3
e 808 + 8 KCal/100.

Tabela 11: Composicdo nutricional da amostra de maionese controlo e da mistura obtida por adicdo de
microparticulas corantes (g/100g massa fresca). Os valores sdo apresentados em média + desvio padro.

Controlo TO Controlo T15 Mistura TO Mistura T15

dias dias dias dias
Gorduras (g/100g) 81,6+0,22 81,4+0,42 82 +2° 82422
Proteinas (g/100g) 0,98+0,012 0,95+0,07° 0,99+0,02° 0,9840,32
Cinzas (g/100g) 0,918+0,0012 0,916+0,005° 0,917+0,003* 0,92+0,01°
Hidratos de carbono (g/100g) 16,3+0,1° 16,4+0,5° 15,6122 15+1°
Sacarose (g/100g) 2,20+0,118 2,17+0,08° 2,05+0,102 2,05+0,082
Energia (KCal/100g) 804,3+0,8° 803+2? 807+92 808+82
Energia (KJ/100g) 3369 + 3 3365 + 82 3382 +39° 3369 + 32

Em cada linha, letras diferentes significam diferencas significativas entre o pardmetro nutricional avaliado
(p <0,05).

Vaérios estudos foram ja realizados, a fim de determinar a composicao nutricional
de maionese, assim como a incorporacdo de ingredientes corantes, particularmente
antocianinas como citado por Gorji et al. (2016). No entanto ainda ndo foram encontrados
estudos que descrevam a incorporagdo de microparticulas corantes a base de 3-caroteno,

tornando o presente trabalho de investigagdo uma inovacéo.
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Rashed et al. (2017) estudou a composicdo nutricional de varias amostras
de maionese comerciais, através de métodos oficiais de analise (AOAC). Os resultados
evidenciaram valores concordantes com 0s obtidos no presente estudo relativamente
ao teor proteico (1,09 £ 0,1 g/100g). No entanto, os restantes nutrientes evidenciaram
alguma discrepancia. Relativamente aos hidratos de carbono e cinzas apresentam valores
mais elevados (37,88 + 9,06 g/100g e 1,57 £ 0,13 g/100g, respetivamente) e em gordura
concentragcdes mais baixas (30,76 £ 9,12 g/100g). O mesmo acontece nos agucares livres
detectados nas amostras de maionese comercial, onde foram identificadas mais trés
acucares livre, tais como a frutose (1,40 + 0,2 g/100g), a glucose (1,71 + 0,31 g/100g) e
a maltose (0,18 £ 0,18 g/100g). Contudo a molécula maioritéria é a sacarose (5,58 + 1,23

g/100g), tal como acontece no presente estudo.

Também o Instituto de Metabolismo e Nutricdo (IMEN, 2011), lancou um
dossier técnico-cientifico, onde expde a composic¢do nutricional de varias amostras de
maionese comerciais fornecidas por 3 laboratdrios reconhecido pela Rede Brasileira de
Laboratorios Analiticos em Saude (REBLAS). Os resultados revelaram uma composi¢édo
nutricional rica em gordura (32,89 £ 0,56 g/100g), e com baixo teor em proteinas (0,73 £
0,12 ¢/100g) e hidratos de carbono (6,50 + 0,79 g/100g). O teor caldrico apresentou
valores de 325,46 + 4,02 KCal/100g.

Estas discrepancias de resultados, comparativamente com o presente estudo
podem ser explicadas devido as diferentes formulacdes na preparacdo das distintas

maioneses, podendo incluir diferentes ingredientes e procedimentos de preparacao.

A composicdo individual dos acidos gordos (com valores superiores a 1%), bem
como o conteldo de acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados da

amostra controlo de maionese e da mistura desenvolvida estdo presentes na Tabela 12.

Esta analise permitiu a identificacdo de dezessete acidos gordos, tendo-se
destacado como maioritarios o &cido oleico (C18:1n9) e o acido linoleico (C18:2n6) em
todas as amostras estudadas. Estas foram as Unicas moléculas onde se verificaram
alteracOes estatisticamente significativas (p < 0,05) entre as distintas amostras estudadas
(maionese controlo e na mistura obtida), o que pode ser explicado devido a composicao

lipidica das microparticulas incorporadas na amostra.

Diversos ensaios clinicos e estudos prospectivos mostraram que uma ingestao

alta de acido oleico, pode melhorar os fatores de risco cardiovascular associados ao
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diabetes mellitus tipo 2 e a sindrome metabolica, ou seja, hipertensdo arterial,
sobrepeso e obesidade, hiperglicemia, resisténcia a insulina, inflamacéo, e alteragdes pro-
tromboticas (Watson e Preedy 2019).

Também o 4cido linoleico é um acido gordo essencial, uma vez que, nao tendo
0 organismo capacidade para os sintetizar, tem de ser obtido através da dieta. Para além
disso, & percursor de diversas substancias com importantes fun¢es no organismo,
nomeadamente percursor de uma importante cascata de sintese de outras moléculas
importantes, como por exemplo o acido araquidénico, que por sua vez é substrato da
cicloxigenase, lipoxigenase e enzimas do citocromo P450, os quais sdo geradores de
eicosandides e mediadores de resolucdo da inflamacdo, com inameras funcdes
fisiologicas (Anez-Bustillos et al., 2018; Tallima e Ridi, 2018).

Relativamente a composicdo em &cidos gordos saturados (SFA) as
concentracdes obtidas variaram entre 8,00 + 0,01 e 8,05 £ 0,01 %, n&@o evidenciando
diferencas significativas (p > 0,05) entre as amostras controlo e as misturas nos tempos 0
e 15 dias. O mesmo ndo aconteceu com os acidos gordos monoinsaturados (MUFA) e
polinsaturados (PUFA), onde o teor obtido foi ligeiramente diferente, mas significativo

(p < 0,05) aquando da comparacdo da amostra controlo com a mistura obtida.

Tendo em conta o tempo de armazenamento, foi evidente que em nenhum dos
casos (amostra controlo e mistura obtida) se observou alteragdo da composicdo em acidos

gordos provocados pelo tempo de armazenamento.

Tabela 12: Composicdo do perfil de &cidos gordos da amostra de maionese controlo e da mistura obtida
por adicdo de microparticulas corantes (% relativa). Os valores sdo apresentados em média + desvio padréo.

Controlo TO dias Controlo T15 dias Mistura TO dias  Mistura T15 dias

C16:0 4,813+0,004? 4,81+0,01° 4,89+0,042 4,860+0,004*
C18:0 1,97+0,012 1,969+0,001* 1,96+0,03* 1,950,042
C18:1n9 61,68+0,03? 61,66+0,001% 61,9+0,1° 62,09+0,08°
C18:2n6 20,28+0,01° 20,35+0,07° 19,86+0,07% 19,86+0,01*
C18:3n3 8,27+0,01* 8,27+0,02* 8,4+0,2% 8,30+0,01*
C20:1 1,037+0,001* 1,039+0,001* 1,04+0,02* 1,04+0,02°
SFA 8,04+0,02% 8,025+0,001* 8,05+0,01* 8,00+0,01*
MUFA 63,27+0,03? 63,2+0,1* 63,6+0,1° 63,7+0,1°
PUFA 28,69+0,02° 28,7+0,1° 28,4+0,1* 28,328+0,001°

C16:0 &cido palmitico; C18:0 &cido esteéarico; C18:1n9 acido oleico; C18:2n6 &cido linoleico; C18:3n3
acido alfa- linolénico; C20:1 &cido eicosanoico; SFA: &cidos gordos saturados; MUFA.: &cidos gordos
monoinsaturados; PUFA: acidos gordos polinsaturados.

Também o perfil de acidos gordos foi anteriormente estudado por outros

autores. Rashed et al. (2017) levou a cabo um estudo onde foi realizada a avaliagéo dos
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acidos gordos em varias amostras de maionese. Os resultados evidenciaram que o &cido
gordo maioritéario foi o acido palmitico (C16:0) com valores de 10.02 g/100g, assim como
uma concentracdo elevada de acidos gordos saturados (SFA; 12.49 + 6.85 g/100g) e
polinsaturados (PUFA; 10.38 * 3.22 g/100g).

O Instituto de Metabolismo e Nutricdo (IMEN, 2011), também revelou a
composi¢do nutricional de varias amostras de maionese comerciais no que concerne a
concentracdo em acidos gordos saturados, monoinsaturados e polinsaturados,

evidenciando-se estes Ultimos como os maioritarios, com um teor de 17,9 g/100g.

Tal como referido anteriormente na avaliagdo de outros parametros nutricionais,
as discrepancias nos resultados obtidos no presente estudo e em estudos anteriores deve-

se a possiveis diferencas nas formulacdes de preparacdo da maionese.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar o desempenho de trés
técnicas de producdo de particulas lipidicas tendo por base 0 mesmo material de parede e
a protegdo do corante -caroteno. Foram trabalhadas duas técnicas, a homogeneizacao de
alta pressdo e a disperséo a quente como alternativa a técnica de spray-congealling testada
por Sorita (2018). Posteriormente, a técnica que conduziu a melhores resultados foi alvo
de um estudo mais aprofundado, nomeadamente quanto a caracterizacdo das particulas
lipidicas obtidas e estudos de aplicacdo em alimentos complementados com analises de

colorimetria e composigdo nutricional.

A técnica de spray-congealling apresentou bons resultados conforme verificado
no trabalho de Sorita (2018). Contudo, o tamanho das microesferas foi considerado
elevado para a aplicacdo pretendida (desenvolvimento de novas solucGes corantes). No
caso da homogeneizacdo de alta pressdo (HAP), a analise microscopica das
microparticulas lipidicas revelou que esta nao foi eficiente para a sua producéo, conforme
observado no registo efetuado. As particulas rompiam ou eram deformadas conforme o
namero de ciclos de HAP aplicados, levando a perda do corante encapsulado para o
solvente, afetando assim na capacidade de coloracdo do produto final. Outro defeito
observado foi o da aglomeracdo de algumas microparticulas que perderam o aspecto de
microesferas e passaram a apresentar aspecto de clusters de particulas. A técnica que
conseguiu proporcionar menor tamanho de particula foi a técnica de dispersdo a quente

tendo os tamanhos médios e a distribuicdo em nimero e volume bastante uniformes.

Uma vez selecionada a técnica de dispersdo a quente como a melhor para a
obtencdo de microparticulas lipidicas solidas de cera de abelha, 4 formula¢6es contendo
0,0; 0,5; 1,0 e 3,0% de Tween 80 foram incorporados em maionese afim de verificar sua
aplicabilidade numa matriz alimentar. As amostras foram entdo avaliadas quanto a sua
coloracdo levando em consideracdo os parametros L* a* e b* nos tempos 0 e 15 dias,
mostrando a boa capacidade do processo de microencapsulacdo, uma vez que no tempo
15 dias os parametros L* (representa a luminosidade) e b* (representa a cromaticidade
num eixo do azul (-) ao amarelo (+)) ndo evidenciaram diferengas estatisticamente
significativas, enquanto que o parametro a* (representa a cromaticidade num eixo do
verde (-) a vermelho (+)) apresentou diferenca significativa indicando um aumento de

intensidade na coloracdo vermelha. Este resultado pode confirmar a capacidade das
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formulagdes desenvolvidas libertarem de forma gradual o composto ativo, neste caso o
corante [3-caroteno, otimizando o tempo de prateleira do produto. Verificou-se ainda que
as microparticulas lipidicas solidas que conduziram a uma melhor dispersdo foram
aquelas que continham maior quantidade de emulsionante (3% de Tween 80 em relacéo

a solucdo total).

Para a avaliagdo nutricional, foi escolhida a amostra que apresentou melhor
capacidade de solubilidade e a coloracdo pretendida (amarelo). As microparticulas
lipidicas incorporadas continham 3,0% de emulsionante. A sua incorporacéo foi feita em

uma concentragdo de 5 mg de corante B-caroteno em 25 g maionese comercial.

Tendo em conta a composicdo nutricional, ndo se verificaram diferencas
estatisticamente significativas entre a amostra controlo e a mistura obtida na maioria dos
parametros avaliados, com excecao do perfil de cidos gordos, o qual revelou um aumento
estatisticamente significativo relativamente ao teor de acido oleico na mistura obtida pela
incorporagdo das microparticulas corantes. Esse resultado pode ser considerado
promissor, uma vez que esse acido gordo é essencial e responsavel por diversos processos
bioguimicos que ocorrem no organismo, estando associado a melhoria de fatores de risco

de alguns quadros clinicos.

Como sugestdo para trabalhos futuros seria interessante avaliar a
biodisponibilidade da vitamina A nas amostras uma vez que a presenca de -caroteno
implica positivamente neste fator. Adicionalmente, realizar a analise sensorial da matriz

alimentar.
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APENDICE A

Ensaio Tween (%) Ultraturrax Agit. de PasaQuente Agit. de PasaFrio HAP (Ciclos)

1 3 5 min - - -
2 3 - 20 min - -
3 5 - 20 min - -
4 6 - 20 min - -
5 6 - 20 min Até 12°C 1
6 7 - 20 min Até 12°C -
7 7 - 20 min Até 12°C 3
8 5 = 20 min Até 12°C -
9 5 - 20 min Até 12°C -
10 5 20 min Até 12°C 3
11 3 - 5 min Até 12°C -
12 3 - 10 min Até 12°C =
13 3 - 15 min Até 12°C -
14 3 - 20 min Até 12°C -
15 1 - 5 min Até 12°C 1
16 1 - 10 min Até 12°C -
17 1 - 15 min Até 12°C -
18 1 - 20 min Até 12°C -
19 1 - 5 min Até 12°C

20 0 - 5 min Até 12°C -
21 1 - 5 min Até 12°C -
22 0 - 5 min Até 12°C -

63



APENDICE B

Ensaio Resultado observado
A cera congelou rapidamente, dificultando a emulsdo.Houve separacéo de fases e as
1 particulas solidas ficaram muito grande. Esse experimentou descartou a utilizacdo do
ultraturrax

2 Separacdo de fases impedindo a passagem no HAP

3 Separacdo de fases impedindo a passagem no HAP

4 Separacdo de fases impedindo a passagem no HAP

5 Aglomeracdo ap6s 1 passagem pelo HAP com conse~quente entupimento do equipamento,
perda de coloracdo

6 Baixa separacdo de fases (apenas no dia seguinte)

7 Perda de coloracéo, 3 ciclos no HAP

8 Baixa separacdo de fases

9 Aglomeracdo na 1 passagem pelo HAP com conseq~uente entupimento do equipamento,
perda de coloracdo

10 Perda de coloracéo, 3 ciclos no HAP

11 Separacao de fases impedindo a passagem no HAP

12 Separacao de fases impedindo a passagem no HAP

13 Separacdo de fases impedindo a passagem no HAP

14 Separacdo de fases impedindo a passagem no HAP

15 Aglomeracéo apés 1 passagem pelo HAP com consequente entupimento do equipamento,
perda de coloragdo

16 Baixa separacdo de fases

17 Baixa separac¢do de fases

18 Aglomeracdo das particulas com formacao de filme

19 Aglomeragdo das particulas com formagao de filme

20 Né&o houve aglomeracgdo; separacdo de fases instantanea impedindo a passagem no HAP

21 Aglomeragdo das particulas

22 Né&o houve aglomeracgdo; separacdo de fases instantanea impedindo a passagem no HAP
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