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RESUMO

A utilizacdo de corantes naturais é uma tendéncia de marketing atual, pois possuem
beneficios para a salide e 0 seu uso vai ao encontro das preocupac¢des dos consumidores com a
seguranca dos corantes artificiais. Porém, a sua utilizacdo eficiente apresenta varios desafios.
A curcumina € um corante natural que, além de conferir cor, possui diversas atividades
bioldgicas, servindo de alternativa a alguns corantes artificiais. Tal como grande parte dos
corantes naturais, apresenta sensibilidade a tratamentos térmicos, o que limita a sua aplicacdo
em produtos alimentares submetidos ao cozimento em fornos, como por exemplo, os produtos
de pastelaria/panificacdo, sendo a encapsulacdo uma alternativa que pode ser utilizada para
superar este problema. Neste contexto, o trabalho teve como objetivo encapsular a curcumina
em matrizes lipidicas solidas, viabilizando a sua estabilidade térmica para posterior aplicacdo
em produtos de pastelaria/panificacdo, garantindo a manutencdo da cor. A composic¢do do
material encapsulante foi definida por um planeamento experimental simplex-centroid. A
técnica utilizada para a producdo das particulas foi o Spray Congealing, tendo sido produzidas
trés formulacbes compostas por cera de abelha, cera de carnaltba e miglyol 812 em diferentes
proporcOes. Estudos de caracterizagdo foram realizados mostrando que a curcumina foi
eficientemente encapsulada e anélises de microscopia 6tica mostraram que as microparticulas
produzidas apresentaram formato esférico com tamanhos na faixa de micrémetros (0,19-139
um). A estabilidade térmica das particulas foi avaliada por Calorimetria de Varrimento
Diferencial (DSC), as interag0es entre o material encapsulante e o principio ativo foram
analisadas por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e um
delineamento Box-Behenken foi realizado permitindo descrever a variacdo da cor com a
temperatura, o tempo de aguecimento e a composi¢do do material encapsulante. Os resultados
do planeamento foram também submetidos a uma analise de componentes principais (PCA),
tendo as microparticulas encapsuladas com cera de abelha pura e com a mistura cera de abelha,
carnauba e miglyol as que conduziram a uma menor variagdo de cor. Por fim as microparticulas
foram adicionadas a matrizes alimentares com diferente caracter hidrofilico/lipofilico, sendo
elas, queijo fundido, nata de culinaria, manteiga, leite condensado, margarina vegetal liquida,
iogurte natural com 0% de matéria gorda, iogurte natural, iogurte natural batido (tipo Grego) e
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maionese, tendo-se avaliado o seu comportamento quanto & estabilidade da cor durante o
armazenamento por 7 dias, tendo o teor de humidade influéncia direta na homogeneidade do

ingrediente corante com a matriz alimentar.
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ABSTRACT

The use of natural colorants is a current marketing trend; they have health benefits and
their use meets consumer’s concerns with the safety of artificial counterparts. However, their
efficient use presents several challenges. Curcumin is a natural colorant that, in addition to
conferring color, has several biological activities, serving as an alternative to some artificial
colorants. Like most natural colorants, it is sensitive to heat treatments, which limits its
application in foodstuffs submitted to cooking in ovens, as is the case of pastry/bakery products,
being encapsulation an alternative that can be used to overcome this problem. In this context,
the objective of the present work was to encapsulate curcumin in solid lipid matrices, increasing
thermal stability for subsequent application in pastry/bakery products, ensuring color
maintenance. The composition of the encapsulating material was defined by a simplex-centroid
experimental design. The technique used for the production of the particles was Spray
Congealing, and three formulations comprising beeswax, carnauba wax and miglyol 812 in
different proportions were produced. Characterization studies were performed showing that
curcumin was efficiently encapsulated and optical microscopy analyzes showed that the
produced microparticles had a spherical shape with sizes in the micrometer range (0,19-139
um). The thermal stability of the particles was evaluated by Differential Scanning Calorimetry
(DSC), the interactions between the encapsulating material and the active principle were
analyzed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), and a Box-Behnken design was
performed allowing to describe the color variation with temperature, heating time and the
composition of the encapsulating material. The results of the planning were also submitted to a
principal component analysis (PCA) showing that the microparticles encapsulated with pure
beeswax and the mixture of beeswax, carnauba and miglyol were the ones conducting to the
lowest color variation. Finally, the microparticles were added into food matrices with different
hydrophilic/lipophilic character, such as melted cheese, cooking cream, butter, condensed milk,
liquid vegetable margarine, natural yogurt with 0% fat, natural yogurt, natural yogurt whipped
(Greek type) and mayonnaise, and color stability was evaluated during a storage period of 7
days, having the moisture content a direct influence on the color homogeneity of the food

matrix.
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1. MOTIVACAOE
OBJETIVOS



Para uma maior conservagdo, melhoria das caracteristicas organoléticas e integridade
durante a vida util dos produtos alimentares, os aditivos sdo considerados fundamentais. Além
disso, estes destacam-se também pela sua atratividade sensorial, nomeadamente a percecéo
visual, a cor e o cheiro, sendo 0s corantes alimentares, em particular, de extrema importancia
neste dominio. A crescente demanda dos consumidores pela procura de uma alimentacdo mais
saudavel para a manutencdo da saude tem ganho importancia nos ultimos anos. Tal demanda,
tornou prioritario o desenvolvimento de tecnologias que possibilitem agregar compostos
bioativos aos alimentos, bem como melhorar sua bioacessibilidade. Assim, é fundamental o
estudo de formas de protecéo, para aumento da solubilidade e/ou melhoria da estabilidade, para
que sejam incorporados de forma efetiva em matrizes alimentares. Nesse contexto, o corante
curcumina que surge como uma alternativa viavel a certos corantes artificiais, apresenta de
acordo com diversos estudos uma extensa gama de propriedades benéficas, motivo pelo qual a
indUstria alimentar procura intensificar o seu uso. Porém a sua incorporacdo em matrizes
alimentares € restrita devido as suas caracteristicas hidrofdbicas, sensibilidade a luz e
resisténcia a temperaturas elevadas (por exemplo as utilizadas em processos de cozimento em
fornos). Nesse contexto o presente trabalho teve como objetivo a encapsulacéo da curcumina
em particulas lipidicas para aplicacdes em matrizes alimentares sujeitas a processos de
cozimento. Adicionalmente, a sua incorporagdo em matrizes alimentares com diferente
composicdo e caracter hidrofilico/lipofilico foi também testado. Numa perspetiva futura, a
curcumina apresenta-se como um corante natural que além de conferir cor, confere
propriedades bioativas, melhorando a qualidade dos produtos, promovendo assim uma maior
competitividade no mercado. Adicionalmente podera ganhar campo como alternativa viavel aos

corantes artificiais.

Objetivo geral:

Encapsular curcumina em microparticulas lipidicas e avaliar seu potencial corante e
estabilidade a temperatura e a incorporacdo em alimentos com diferente caracter

hidrofilico/lipofilico.



Objetivos Especificos:

Obter um modelo estatistico Simplex-Centroide para determinacdo da composicao do
material encapsulante que garanta o estado sélido das microparticulas a temperatura
ambiente;

Encapsular a curcumina em particulas lipidicas sélidas pela técnica de spray congealing
usando os sistemas quimicos selecionados no ponto anterior;

Caracterizar as microparticulas quanto ao tamanho, morfologia, propriedades térmicas
e quimicas estruturais;

Estudar a estabilidade da cor da curcumina microencapsulada quando sujeita ao
aquecimento por periodos de tempo determinados através de modelo estatistico Box-
Behnken;

Incorporar as diferentes formulagfes de curcumina (pura e encapsulada) em matrizes
alimentares com diferente caracter hidrofilico/lipofilico e avaliar o poder corante e
estabilidade ao longo do tempo de armazenamento (0 e 7 dias);

Avaliar a estabilidade da cor dos alimentos incorporados com as microparticulas atraves

de anélise de componentes principais (PCA).
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2.1. Aditivos na Industria alimentar

De acordo com o Codex Alimentarius, a primeira colecdo internacional de padrdes e
diretrizes alimentares, “aditivo alimentar” é uma substancia que, normalmente, ndo ¢
consumida como alimento por si s6 ou usada como ingrediente, dotada ou ndo de valor
nutritivo, e que é adicionada ao alimento com um propdsito tecnoldgico (e organolético) na sua
fabricacdo, processamento, acondicionamento, transporte ou armazenamento, para promover
possiveis alteracdes, direta ou indiretamente, afetando caracteristicas do alimento. Este termo
ndo inclui contaminantes ou substancias adicionadas com o propoésito de melhorar a qualidade
nutricional do alimento. Os aditivos alimentares podem ser classificados como conservantes,
antioxidantes, emulsificantes, estabilizantes, aromatizantes, edulcorantes e agentes colorantes
(corantes) (FEKETEA; TSABOURI, 2017).

A utilizacdo de aditivos alimentares justifica-se quando a sua aplicacdo apresenta
vantagens, sem ludibriar o consumidor ou apresentar risco para a saide do mesmo, servindo
para uma ou mais func@es tecnoldgicas através de meios economicamente e tecnologicamente
praticaveis, visando preservar a qualidade nutricional do alimento; fornecer ingredientes ou
componentes necessarios a grupos de consumidores que tenham necessidades nutritivas
especiais; aumentar a conservacdo ou estabilidade de um alimento melhorando as suas
propriedades sensoriais, desde que isso ndo altere a natureza e qualidade do alimento; auxiliar
0 processo tecnoldgico desde que o aditivo ndo seja utilizado para dissimular efeitos de
matérias-primas defeituosas ou mas préaticas de manipulagdo no decorrer do seu processamento
(CODEX, 2016).

Do ponto de vista tecnoldgico, os aditivos alimentares desempenham um papel
importante no desenvolvimento de alimentos complexos. No entanto, o uso de aditivos é um
topico sensivel e que motiva preocupacdo no consumidor. Nos Gltimos anos, estes tém-se
tornado cada vez mais cautelosos quanto a seguranca alimentar; dos varios itens associados a
seguranca alimentar, os aditivos alimentares estdo entre os mais controversos (VARELA;
FISZMAN, 2013).



2.2. Corantes

Entre os principais aditivos aplicados em produtos alimentares estdo os corantes. A
Food and Drugs Administration (FDA) descreve “corantes alimentares” como ‘“qualquer
corante, pigmento ou substancia que quando adicionada ou aplicada ao alimento, medicamento
ou cosmeético, ou ao corpo humano, é capaz (isoladamente ou através de reagcdes com outras
substancias) de transmitir cor”. A European Food Safety Authority (EFSA) define “corantes
alimentares” como “aditivos alimentares que sao adicionados aos alimentos com objetivo de
compensar a exposicdo a luz, ar, humidade, variacdo de temperatura, para melhorar as cores
naturais e adicionar cor aos alimentos que de outra forma, seriam incolores ou coloridos de
forma diferente” (FEKETEA; TSABOURI, 2017).

A cor é frequentemente associada ao fator qualidade. As principais razdes para a
adicdo de corantes em alimentos sdo: restaurar a cor natural perdida durante o processamento e
armazenamento; reduzir a variacdo de cor de lote para lote; complementar a intensidade das
cores naturais; dar cor a produtos incolores e gerar produtos aceitaveis e atraentes para o
consumidor (DAMANT, 2011).

Existem duas classes distintas de corantes disponiveis para uso alimentar, os artificiais
e 0s naturais. Os artificiais sdo sintetizados por via quimica e 0s naturais sdo extraidos de

substancias vegetais ou animais (ALMEIDA, 2017).

A industria alimentar e a producdo industrial de corantes tém ganho importancia
crescente nas Ultimas décadas. Toneladas de corantes artificiais e naturais sdo utilizadas todos
os dias, principalmente para melhorar ou modificar a cor natural dos produtos. Os requisitos
dos consumidores sdo elevados, exigem que os alimentos possuam cores agradaveis e
contenham apenas ingredientes “naturais”. Além disso, ha uma forte preferéncia por produtos
produzidos biologicamente (por exemplo, carotenoides), em vez de pigmentos obtidos por via
quimica (AGOCS; DELI, 2011).

2.2.1. Corantes Artificiais

Os corantes artificiais sS40 compostos organicos com uma estrutura quimica contendo

ligagBes duplas alternando com ligagdes simples ou anéis aromaticos simples ou conjugados e



compostos azoicos (BENTO; LIMA; PAIM, 2015). Sdo amplamente utilizados para melhorar
a atratividade de inumeros alimentos, apesar de um grande ndmero estar a ser sucessivamente
substituido, e até proibido, na industria alimentar. Os corantes com cores azul, na gama do
vermelho a laranja, amarelo, verde e branco estdo entre os corantes artificiais mais utilizados e
estudados em termos de seguranca, nomeadamente quanto a efeitos colaterais, toxicidade a
curto, médio e longo prazo, bem como os impactos na sadde decorrentes do seu consumo. A
sua aplicacdo em produtos alimentares é atualmente permitida pela FDA e EFSA, com doses
de aceitacdo diaria (Acceptable Daily Intake, ADI) ja estabelecidas (MARTINS et al., 2016).

Em geral, os corantes artificiais podem ser classificados, tendo por base a sua
solubilidade, em corantes hidrossoltveis e lipossollveis. Alguns corantes sollveis em agua,
como o novo vermelho, carmim, amaranto, vermelho allura, eritrosina e amarelo do p6r-do-sol,
sdo autorizados em aplicacdes alimentares, devido a sua forte capacidade de coloracéo,
estabilidade e baixo custo. No entanto, muitos corantes azo podem ser convertidos em derivados
perigosos no corpo humano; por exemplo, o carmin, o vermelho allura e o amarelo por-do-sol
podem ser reduzidos a aminas aromaticas por bactérias anaerdbicas do trato intestinal humano,
0 que pode causar dor de cabeca frequente para adultos e distracéo e hiperatividade em criancas.
A maioria dos corantes sollveis em meio lipidico (por exemplo, o corante de suddo e a
rodamina B) e os seus metabolitos tém efeitos cancerigenos, teratogénicos e mutagénicos e,
portanto, ndo séo permitidos para adicdo em alimentos, nem em complexos que promovam 0
sabor. Para evitar o uso excessivo de corantes solUveis em agua, alguns paises e regides tém
leis e regulamentos para limitar a pureza, usos e quantidades permitidas em alimentos e bebidas
(TANG et al., 2014).

Na Tabela 1 encontram-se alguns exemplos de corantes artificiais, aplicados em

alimentos, respetivo codigo E e DDA (Dose Diaria Aceitavel).



Tabela 1. Exemplos de corantes artificiais utilizados em alimentos (Fonte:

Martins et al., (2016)).

Corante

Cddigo E

DDA (mg/kg massa
corporal)

Aplicagdes

indigo-carmim

E132

Sorvetes, doces, produtos
cozidos, confeitaria e biscoitos

Acido carminico

E120

Bolos, biscoitos, bebidas,
geleias, gelatinas, sorvetes,
salsichas, tortas, peixe seco,

iogurte, gelatina, cidra, tomate,
produtos lacteos, cervejas,
bebidas ndo gaseificadas

Amarelo p6r-do-sol

E110

2,5

Bebidas néo alcodlicas, doces,
gelatinas

Verde S

E142

Conservas de ervilhas,
misturas de bolo, gelatina de
horteld e molhos

Dibxido de titanio

E171

Né&o especificado

Confeitaria, produtos sujeitos a
cozedura em forno, queijos,
gelo, coberturas diversas

2.2.2. Corantes Naturais

Dado o crescente interesse por parte dos consumidores por produtos naturais e
ingredientes alimentares mais seguros, sem efeitos colaterais toxicos e até mesmo promotores

de saude, o estudo de novas formulacGes, mais efetivas e seletivas, para abastecer a industria

alimentar tem sido alvo de desenvolvimento.

Os corantes naturais sdo obtidos de trés fontes principais, entre elas: plantas (folhas,
flores e frutos), animais (insetos) e microrganismos (fungos e bactérias) (MENDONCA, 2011).
Estes tém-se revelado mais eficazes, quanto a beneficios de longo prazo, oferecem maior
seguranca e proporcionam beneficios para a saude, ou seja, além de conferirem caracteristicas

sensoriais, atuam também como antioxidantes e conservantes, e por ultimo, contribuem para

conferir propriedades funcionais aos produtos alimentares (MARTINS et al., 2016).



A aplicacdo de cores naturais € a atual tendéncia de marketing devido a preocupagédo
dos consumidores com a seguranca dos corantes artificiais, reforcada por possiveis beneficios
para a saude, desde que o processo de extracdo seja adequado e ndo envolva agentes toxicos. A
substituicdo do artificial pelo natural, no entanto, € um desafio porque os corantes naturais
geralmente sdo menos estaveis, mais caros, ndo sdo tdo facilmente aplicdveis como as cores
artificiais, requerendo de uma forma geral uma maior quantidade de material para obter um
poder corante equivalente (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

2.2.2.1. Curcumina

A curcumina (1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil -1,6-heptadieno-3,5-diona) (Figura 1)
é um composto fendlico hidrofébico natural extraido do rizoma do acafrdo da india (Curcuma
longa L.). Pertencente a familia Zingiberaceae, sendo utilizada desde ha muito tempo como

corante alimentar natural (cor amarelo-alaranjado) (SILVA, 2016).

1R1=0CH3,R2=0CH3

Figura 1. Estrutura quimica da curcumina.

(Fonte: Adaptado de Silva, (2016))

O acafrdo, também conhecido como clrcuma, gengibre dourado ou acafrdo da India,
é uma espécie originaria do sudeste asiatico. E uma planta de pequeno porte que mede
aproximadamente 1 m, composta de um rizoma principal com varias ramificagdes menores,
todas marcadas com anéis de bracteas secas. Largamente cultivada nos paises asiaticos, ndo se
restringe apenas a alimentacgdo, e hoje esta presente em diversas areas da inddstria, medicina,
agricultura, etc. Quando cortados, os rizomas mostram uma superficie de cor vermelha
alaranjada, proveniente da presenca do pigmento curcumina como mostrado na Figura 2. Esta

possui um cheiro forte, agradavel e um sabor aromatico e picante (DORNELLAS, 2016).



Figura 2. Acafrdo da india. Disponivel em: http://www.colormaker.com/natural-ingredients_turmeric Consultado
em: 14/12/2017.

A curcumina tem uma longa histdria na tradicdo asiatica, especialmente na chinesa e
indiana, devido as suas inUmeras atividades bioldgicas. Diversos estudos tém comprovado uma
extensa gama de propriedades, tais como efeitos antimicrobianos (DUBEY et al, 2008; FENG
et al, 2012; GOMEZ-ESTACA et al., 2017; GOVINDARAJ et al., 2014; LAL et al., 2013),
anti-inflamatérios (DUVOIX et al., 2005; FADUS et al., 2017), anticancerigeno (DARWISH
et al., 2017), antiprotozoarios (GOVINDARAJ; KANDASUBRAMANIAN; KODAM, 2014),
antisépticos (DUVOIX et al., 2005), quimiopreventivos (DUVOIX et al., 2005), anti-
Alzheimer, anti-HIV, antimalaria, antidiabetes (LAL et al., 2013), antiamil6ide (FENG; SONG;
ZHAI, 2012), anti-Glcera, imunomoduladores, neuroprotetores (KHAN; RATHOD, 2014),
cicatrizantes (DUBEY et al., 2008; KHAN; RATHOD, 2014; LAL et al.,, 2013) e anti-
envelhecimento (DUBEY et al., 2008; KHAN; RATHOD, 2014).

2.3. Principais problemas de aplicacdo dos corantes naturais

Alguns fatores externos interferem na estabilidade da cor dos alimentos reduzindo a
sua atratividade, nomeadamente a temperatura, luz, ar/oxigénio, pH, solventes, materiais de
embalagem e condic¢bes de armazenamento. No que respeita aos corantes naturais, ao nivel

industrial tém sido aplicadas varias técnicas para otimizar a sua extracao, visando garantir a sua
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estabilidade nos alimentos, evitando a perda de cor e o aparecimento de caracteristicas
desagradaveis (MARTINS et al., 2016). No entanto, estes problemas subsistem, tal como se
pode observar na Tabela 2 onde se listam as suas principais aplicacdes e problemas de

estabilidade associados.

Tabela 2. Exemplos de corantes naturais utilizados em alimentos e principais problemas de estabilidade.

Corante Caddigo E Aplicacbes Problemas de estabilidade Referéncias
Paes, Bolos,
Biscoitos
Bebidas, Doces, Fatores externos:
Gomas de mascar, pH, temperatura, humidade, .
_— . —— Martins et al.,
Antocianinas E163 logurtes, Molhos,  salinidade, stress oxidativo e
; . (2016)
Refrigerantes, condicBes de
Gelatina doce, armazenamento.
Confeitaria e
Produtos l4cteos.
Fatores intrinsecos: Estrutura
guimica e contetdo de
pigmento.
Leite, Sorvete, Fatores externos: Celli; Brooks,
Betalaina E162 Biscoito, ConfecBes  Temperatura, atividade da (2016); Martins et
gelatinosas. agua, pH, presenga de al., (2016)
catibes, agentes quelantes,
luz, oxigénio, radicais livres,
sistema de solventes.
Manteigas e Fatores intrinsecos: .
. Margarinas, bolos Componentes quimicos Martm; etal,
Carotenoides E160 . ' . : (2016); Silva et al.,
produtos lacteos, Fatores extrinsecos:
. . (2017)
Refrigerantes. Temperatura, luz e oxigénio.
. . Fatores extrinsecos: Baixa
Bebidas, caril, i~ .
. mostarda, queijos SOIU.b'.I'.dade em agua .
Curcumina E100 y ' suscetibilidade a condicGes Almeida, (2017)

gelados, iogurtes e
margarina.

alcalinas, luz, oxidagdo e
calor.

2.4. Solucgbes para uma aplicagéo efetiva dos corantes naturais

A industria alimentar tem feito um esforgo para disponibilizar alimentos que, para
além da sua funcéo vital, possam ter uma vertente funcional. Uma das estratégias passa pela
incorporacdo de compostos bioativos em alimentos durante a sua producdo, tais como

curcumina, carvacrol, retinol, a-tocoferol, resveratrol, quercetina, B-caroteno e minerais (ex.
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ferro, célcio). No entanto, as tecnologias e os processos utilizados pela industria alimentar para
a incorporacao desses compostos bioativos em alimentos ndo tém sido muito eficazes; muitas
vezes estes compostos apresentam problemas relacionados com solubilidade, degradacéo,
agregacao, coalescéncia e interagdo com as matrizes alimentares, que fazem com que o0 Seu
efeito funcional seja diminuido e até mesmo perdido antes de chegar ao consumidor
(PINHEIRO; CERQUEIRA; VICENTE, 2013).

De acordo com Dias, Ferreira e Barreiro (2015) a encapsulacéo € definida como uma
técnica capaz de superar problemas relacionados com o processamento, biodisponibilidade e
caracteristicas organoléticas de compostos bioativos, possibilitando a incorporacdo destas
substancias em matrizes alimentares. Adicionalmente, e de acordo com Pordevic, (2014), um
sistema eficiente para a encapsulacgéo e transporte de um composto bioativo, bem como para a

incorporacdo em matrizes alimentares, deve apresentar as seguintes caracteristicas:

(1) ser formulado com ingredientes de preferéncia naturais, adequados para 0 consumo

humano e através de sistemas isentos de solvente;

(2) proporcionar a incorporacao de compostos bioativos estaveis, fisica e quimicamente,

as matrizes alimentares, sem alterar as caracteristicas organoléticas do produto;

(3) evitar ou minimizar a interacdo do composto encapsulado com outros ingredientes

do alimento, além de o proteger de fatores como luz, temperatura, oxigénio e pH extremos;

(4) maximizar a absorcdo do composto encapsulado e garantir a libertacdo controlada

como resposta a estimulos ambientais especificos;
(5) ser de facil aplicacdo a escala industrial.

A escolha do método mais adequado para a encapsulacéo depende do tipo de material
ativo, da aplicacdo pretendida e do mecanismo de libertacdo desejado para a sua agdo. Existem
diferentes métodos de encapsulacdo, que dependem da forma como o material é
colocado/formado para proteger o principio ativo. Estes podem ser subdivididos em métodos

fisicos, quimicos ou fisico-quimicos.

Entre as técnicas utilizadas para encapsulacdo utilizando como material encapsulante
lipidos solidos, destacam-se as técnicas listadas na Tabela 3, onde também se incluem as

vantagens e desvantagens da sua utilizagao.
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Tabela 3. Comparacdo de varios processos utilizados para preparacdo de particulas lipidicas soélidas. (Fonte:

Adptado de Ganesan; Narayanasamy (2017)).

Técnica

Vantagens Desvantagens

Homogeneizacdo a alta pressao

Envolve grandes consumos de

Técnica de disperséo muito eficaz. energia.

Homogeneizago a alta presséo
a quente

Degradacdo dos materiais induzida
pela temperatura, cristalizacdo da
nanoemulsdo provocando varias
modificacdes e fusbes em
temperaturas elevadas.

Escalavel, disponibilidade
comercial.

Homogeneizacédo a alta pressao
a frio

Né&o h& degradacéo dos principios
ativos induzida por temperatura ou
modificacdo cristalina.

Né&o reportado.

Técnica da microemulséo

Producdo de nanoparticulas com
baixa concentracdo e mao-de-obra
intensiva necessaria para o
trabalho de formulagéo.

Baixo consumo de energia e
estabilidade tedrica.

Método da emulsificagédo —
evaporacao do solvente

Tamanho de particula pequeno (<
24 nm), formag&o de um sistema
com baixa viscosidade, baixo
consumo de energia. Os lipidos
sdo dissolvidos num solvente
imiscivel com agua, por exemplo,
ciclo-hexano, cloroférmio.
Apropriada para farmacos
termolébeis.

A emulsificacdo (ou difuséo) das

goticulas seguida pela evaporagdo

do solvente que leva a precipitacdo
destas como particulas.

Método de deslocamento de
solvente/injecdo de solvente

Facil manuseio e processo de
producdo rapida, os lipidos séo
dissolvidos num solvente miscivel
com agua (por exemplo etanol,
metanol e acetona) sem usar
equipamento sofisticado
(homogeneizador de alta presséao).

Né&o reportado.
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Tabela 3. Comparacdo de varios processos utilizados para preparacdo de particulas lipidicas solidas. (Fonte:

Adptado de Ganesan; Narayanasamy (2017)).

(CONTINUAGCAO)

Técnica Vantagens

Desvantagens

Producdo em grande escala,
facilidade de uso, controle de
tamanho. Neste caso, a fase lipidica é
forcada através dos poros da
Emulsificacéo por membrana formando pequenas
membrana goticulas. Sob arrefecimento a
temperatura ambiente, estas goticulas
solidificam resultando na formacéo
de nanoparticulas lipidicas.

Obstrucéo da membrana.

Técnica de inversdo de

Baixo consumo de energia.
fases

A incorporagdo de moléculas
adicionais influencia o fendmeno de
inversdo e instabilidade da emulséo.

Adequado para farmacos lipofilicos
(por solubilizacao na solucdo micelar
apos coacervacao), ndo utiliza
solvente, ndo necessita de técnicas
sofisticadas, simples para ampliar
escala.

Técnica de coacervagao

N&o é adequado para principios
ativos sensiveis ao pH.

Este método é reprodutivel, simples e
facil de ampliar a escala; em geral,
todos os ingredientes utilizados sdo
biocompativeis; ndo séo utilizados

solventes organicos.

Técnica de arrefecimento
de microemulsao

Né&o reportado.

Produz pos finos de baixa densidade
e ndo aglomerados. Condigdes
operacionais adequadas para a

preparacao de particulas lipidicas
micrométricas.

Atomizacao por Spray
Chilling

Né&o reportado.
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Tabela 3. Comparacdo de varios processos utilizados para preparacdo de particulas lipidicas solidas. (Fonte:
Adptado de Ganesan; Narayanasamy (2017)).

(CONTINUACAO)

Técnica Vantagens Desvantagens

As particulas sdo obtidas como um p6
seco, evita o uso de solventes;
preferencial em relacéo as ]
suspensdes, condicbes de temperatura Método caro.
e pressdo moderadas, didxido de
carbono em condicdes supercriticas é
uma boa escolha como solvente.

Método do fluido
supercritico

Os lipidos sdo dissolvidos num
solvente parcialmente miscivel
(&lcool benzilico, tetra-hidrofurano),

) o A emulsificacao (ou difusdo) das baixo grau de disperséo, instabilidade
Método da emulsificacdo/  goticulas seguido pela evaporacdo do g3 emulsgo, insolubilidade de certos

difuséo do solvente solvente leva a precipitacéo na forma lipidos em solventes organicos,
de particulas. requer procedimento adicional de

remocao de solvente, toxicologico
(solvente residual).

Relativamente a protecdo do composto encapsulado quanto a temperatura, destacam-
se as particulas sélidas lipidicas. Guimardes-Inacio et al. (2018) avaliaram o 6leo de chia
encapsulado com cera de carnatba tendo obtido um ganho na estabilidade térmica e uma menor
oxidacdo. De realcar ainda que a cera de carnatba ¢ um material encapsulante promissor, uma
vez que é aceite em formulagdes alimentares, pois é classificado como “Geralmente Aceite
como Seguro” (Generally Recognized as Safe, GRAS). Este material pode entdo ser
considerado como uma possibilidade para a prote¢do da curcumina, porém é necessario realizar
estudos adicionais para que seja possivel fazer uma melhor avaliacdo, nomeadamente quanto a

possibilidade de utilizacdo de sistemas mistos (misturas de lipidos).

2.4.1. Particulas lipidicas sélidas

No contexto da encapsulacdo, as particulas lipidicas solidas apresentam-se muito
promissoras como sistemas coloidais para libertacdo de compostos bioativos (BEHBAHANI et
al., 2017). Estas tém sido desenvolvidas com o objetivo de encapsular, proteger e liberar

componentes funcionais lipofilicos, tais como bioativos lipidicos e substancias hidrofdbicas.
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Os lipidos utilizados sao sélidos a temperatura ambiente, podendo também ser compostos por
uma mistura de lipidos sélidos e liquidos. S&o bioldgicos e biodegradaveis garantindo uma
baixa toxicidade do sistema (KATOUZIAN et al., 2017).

Os lipidos sélidos geralmente utilizados incluem o Compritol888, monoestearato de
glicerila, palmitoesterato de glicerila, cido esteérico entre outros (ZHUANG et al., 2010). Os
lipidos liquidos compreendem principalmente 6leos digestiveis. Existem dois tipos de lipidos
liquidos utilizados na preparacédo de particulas lipidicas solidas, os 6leos saturados, tais como
triglicerideos de cadeia média, 6leo de parafina, palmitato isopropilo e acido caprico / caprilico;
e 6leos insaturados como acido oleico, esqualeno, 6leos vegetais e de sementes (FANG; AL-
SUWAYEH; FANG, 2013). Os triglicerideos de cadeia média possuem grande estabilidade a
oxidacdo, porém a sua incorporacdo em formulagdes saudaveis (como alimentos funcionais)
pode ser problematica devido ao seu nivel de saturacdo. Oleos saturados podem elevar os niveis
de colesterol no sangue e levar a doengas cardiovasculares. Por outro lado, essas particulas
podem ser formuladas por alguns &cidos gordos saudaveis, como os acidos oleico e linoleico,
sendo estes mais suscetiveis a oxidacdo quando comparados com triglicerideos ricos em acidos
gordos insaturados (DINICOLANTONIO; LUCAN; O’KEEFE, 2016). O miglyol 812 é um
triglicerideo de cadeia media muito utilizado como lipido liquido em particulas lipidicas
solidas. Este dleo possui uma estrutura semelhante a de alguns lipidos sélidos, como o
Compritol888, podendo ser facilmente combinado com eles na fase interna
(DINICOLANTONIO; LUCAN; O’KEEFE, 2016). Na literatura encontram-se diversos
exemplos de encapsulacdo por particulas lipidicas solidas, alguns desses exemplos estdo

listados na Tabela 4.

Tabela 4. Exemplos de compostos bioativos encapsulados por particulas lipidicas solidas na area alimentar.

Composto Bioativo Referéncia
Beta Caroteno Hejri et al., (2013)
Astaxantina Tamjidi et al., (2014)
Rutina Babazadeh; Ghanbarzadeh; Hamishehkar, (2016)
Terpenos Lason et al., (2016)
Curcumina Behbahani et al., (2017)
Luteina Liuetal., (2010)
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2.4.1.1. Exemplos de lipidos solidos utilizados como materiais encapsulantes

2.4.1.1.1. Cerade Carnauba

A cera de carnatba é um produto natural extraido da Copernica cerifera, composta
quase inteiramente de ésteres de acidos gordos com tamanho de cadeia entre Czs4 e Cag, acidos
carboxilicos com cadeias carbonicas Cz2 e Cas € alcoois primarios de cadeia linear. Quando
comparada com outras ceras (como a cera de abelha), a cera de carnauba é significativamente
menos viscosa (e, portanto, mais facil de manipular durante o processamento de
encapsulamento), mais elastica e mais resistente as deformacdes. Nos alimentos, é usado como
aditivo de formulac@es, lubrificante, agente de libertacdo, agente antiaglutinante e de
acabamento superficial em alimentos cozidos e misturas, chiclete, confecdes, sorvetes, frutas e
sumos frescos, molhos e sumos processados. As ceras sdo também usadas extensivamente como
transportadoras para varios tipos de drogas em aplicacdes farmacéuticas (MILANOVIC et al.,
2010).

O ponto de fusdo da cera de carnaiba é o mais elevado de todas as ceras vegetais. Tem
sido utilizada numa ampla variedade de produtos, incluindo cosméticos, graxas, produtos
alimentares e na industria do papel. Adicionalmente, a cera de carnatba é utilizada como aditivo
de outras ceras tais como a cera de abelha visando o aumento do ponto de fusdo, permitindo

ampliar o espetro de aplicacdo (HARRON et al., 2017).

Na industria alimentar, é utilizado como componente minoritario em coberturas para
doces, gomas e revestimentos de frutas. A cera de carnalba € solvel na maioria dos solventes
organicos polares. Contém ésteres (84-85%), acidos livres (3-3,5%), resinas (4-6%), alcoois (2-
3%) e hidrocarbonetos (1,5-3,0%). Tipicamente, a carnatba tem um indice de acidez de 2,9-
9,7, éster de 39-55, saponificacdo de 79-95, iodo de 7-14 e uma faixa de fusdo na gama 78-
85°C (O’KEEFE, 2008).

Milanovic et al., (2010) utilizaram a cera de carnauba para encapsular, por difusdo a
guente, compostos aromaticos, tais como etilvanilina, para melhorar a funcionalidade do aroma
e garantir protecdo a evaporacgdo destes principios ativos volateis durante o processamento de

alimentos.
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A escolha da cera de carnalba para o desenvolvimento do presente trabalho deve-se a
sua baixa viscosidade e ao facto de o seu ponto de fusdo (78-85°C) ser apropriado para 0 Uso
no equipamento previsto para a preparacao das particulas (spray-congealing), além de ser um

componente utilizado na industria alimentar como agente de liberacéo de principios ativos.

2.4.1.1.2. Cerade Abelha

A cera de abelha é um produto complexo, segregado na forma liquida por glandulas
especiais presentes no abdémen de abelhas trabalhadoras jovens (idades entre 12 e 18 dias), ou
seja, no final do periodo em que estas atuam como enfermeiras, época em que protegem a
colmeia de epidemias, produzindo substancias medicinais acrescidas ao mel. Resiste a agdo dos
acidos e sucos gastricos de abelhas e é insoltvel em &gua e alcool a frio; dissolvendo-se
parcialmente em alcool em ebuli¢do e completamente em cloroférmio, dissulfureto de carbono
e esséncia de turpentina quente. A sua densidade a 15°C é de 0,960-0,970 kg/m?3 e a sua
temperatura de fuséo esta compreendida entre 63,5- 64,5°C (FRATINI et al., 2016).

A cera de abelha ¢ uma mistura complexa (mais de 300 componentes) de
hidrocarbonetos, ésteres de acidos gordos e alcoois, diésteres e substancias exdgenas. A cera de
abelha é composta por: hidrocarbonetos (12-16%), acidos gordurosos livres (12-14%), alcoois
livres (cerca de 1%), monoeésteres lineares e monoesteres de hidroxilo (35%-45%), cera
complexa de ésteres (15-27%). A composicao da cera de abelha pode variar entre as diferentes
familias e racas de abelhas, porque a producdo esta intimamente relacionada com a sua genética
(FRATINI et al., 2016).

Kheradmandniak et al., (2010) desenvolveram nanoencapsulados de cetoprofeno a
partir de uma mistura de cera de abelha e cera de carnauba utilizando Tween 80 e lecitina de
ovo como emulsionantes tendo-se concluido que o uso de cera de abelha em combinagdo com
cera de carnalba levou a uma diminui¢do no tamanho das particulas, comparativamente a

utilizacdo das duas ceras isoladamente.

Soleimanian et al., (2018) desenvolveram particulas lipidicas solidas, com base na
combinacdo de ceras naturais (cera de abelha e cera de propolis) e 6leo de semente de romd,
para posterior aplicacdo na industria alimentar. As particulas produzidas foram consideradas
como um sistema de transporte eficiente, saudavel e promissor para aplicacdo alimentar, em

virtude dos beneficios para a saide demonstrados pelo 6leo de semente de roma e pela cera de
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prépolis, que possuiu também capacidade antioxidante e antibacteriana. As particulas foram
obtidas com uma eficiéncia de encapsulacéo elevada devido a composicdo complexa da matriz

lipidica, adicionalmente a uma estabilidade fisica elevada.

A escolha da cera de abelha para a producdo das microparticulas a desenvolver no
presente trabalho deve-se as vantagens que esta oferece para a microencapsulacao de principios
ativos, além de apresentar um ponto de fusdo considerado apropriado para o presente estudo
(63,5-64,5°C) (FRATINI et al., 2016).

2.4.2. Encapsulacéo por Spray Congealing

A técnica de spray congealing garante inUmeras vantagens quando comparada a outras
técnicas tradicionais, uma vez que € segura, rapida, econoémica e ecologicamente correta, pois
dispensa 0 uso de quaisquer tipos de solventes, sejam eles aquosos ou organicos. O spray
congealing é definido como um processo pelo qual ha formacao de microparticulas a partir da
pulverizacdo do principio ativo dissolvido ou disperso num material encapsulante fundido
(geralmente 10°C acima do ponto de fusdo do material encapsulante), numa camara de
arrefecimento onde as goticulas pulverizadas, apds contacto com o ar frio, solidificam
resultando na formacdo das microparticulas (MCCARRON; DONNELLY; AL-KASSAS,
2008). E um método conveniente para transformar matérias-primas fundidas em particulas de
tamanho controlado, sendo uma técnica rapida produzindo particulas numa Unica etapa
(PASSERINI et al., 2006).

A técnica de spray congealing é semelhante a de spray drying, sendo o0s principios
basicos de funcionamento similares. Dessa forma, 0 mesmo equipamento pode ser utilizado
desde que sejam feitas algumas adaptagdes (Figura 2), uma vez que o fluxo de energia é
diferente. No spray drying o calor aplicado provoca a evaporacdo do solvente presente nas
goticulas, ou seja, o calor é transportado do ar quente para as gotas atomizadas. J& no spray
congealing, o ar arrefecido remove calor das goticulas quentes, levando a solidificacdo do
veiculo fundido (NOSARI, 2012).
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separator

Figura 3. Esquema das adaptagdes feitas no spray dryer para o uso da técnica de spray congealing.
(Fonte: Okuro; Eustaquio de matos; Favaro-Trindade, (2013)).

Existem inUmeras variaveis que podem influenciar o processo de producdo das
microparticulas por spray congealing, sendo que as mais importantes sdo as seguintes:
temperatura do material fundido, temperatura do ar de refrigeracdo, pressdo e temperatura do

gas de atomizagéo e o caudal de alimentacéo ao atomizador (ILIC et al., 2009).

Alguns exemplos da aplicacdo da técnica de spray congealing, assim como 0s

parametros processuais utilizados, estédo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Aplicacdes da técnica de Spray Congealing e respetivos parametros de processo.

Principio ativo

Encapsulante

Composicéo

Condicoes de
atomizacéo

Referéncias

Acido Ascorbico

Oleo de palma
totalmente
esterificado e
monoestearato
de glicerila
vegetal 90

Acido ascorbico:
15, 25 e 40%
(w/w)

MGV e OP: 85, 75
e 60% (Wiw)

Te MGV 90: 89,51°C

Te OP: 74,02°C
Pressdo: 4bar
Ta: 100°C
Fluxo de ar aberto
Ts: 22°C

Matos-Jr et al.,
(2015)

Grénulos
contendo
Praziquantel e
lactose mono-
hidratada

Gelucire 50/13
E.P.

Granulos de
Praziquantel: 5, 10,
20
e 30% (w/w)
Gelucire 50/13
E.P.: 95, 90, 80
e 70% (w/w)

Te do encapsulante
Gelucire 50/13 E.P:
10°C acima do ponto
seu ponto de fuséo
Ta: 70°C
Ts: temperatura
ambiente

Passerini et al.,
(2006)

Acido Ascorbico

Lecitina de soja
e cera de abelha

Varias
concentracdes de
lecitina de soja,
cera de abelha e
acido ascorbico.

Tedo encapsulante:
65 ou 90°C
Pressdo: 2,2 kgf/cm?
Ts:13£1°C
Caudal: 50 mL/min

Paucar et al., (2016)

Mistura de
Licopeno e Oleo
de girassol

Gorduras

6 formulagdes
diferentes, algumas
com adicéo de
goma arabica.

T. do encapsulante:
60°C
Pressdo: 1.0 kgf/cm?
Caudal: 40 mL/min
Tar: 13°C

Pelissari et al.,
(2016)

Acido Ascorbico

Acido Estearico
e gordura
vegetal
hidrogenada

Acido Ascorbico:
20% (wiw)
Acido Esteérico:
40% (w/w)
Gordura Vegetal
Hidrogenada: 40%
(w/w)

T. do encapsulante:
70°C
Caudal: 12 mL/min
Ts: 15+ 2°C

Alvim et al., (2016)

Legenda - MGV: Monoestearato de Glicerila Vegetal 90, OP: Oleo de Palma totalmente esterificado,

Ta:Temperatura do ar de atomizagdo, Ta.: Temperatura de atomizacdo, Te: Temperatura de entrada, Ts:

Temperatura de solidificagdo, w/w: Massa do composto/massa total.

Né&o ha relatos de trabalhos na literatura sobre encapsulacéo de corantes, tais como a

curcumina, com lipidos pela técnica de spray congealing, destacando a importancia do atual

estudo.
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2.5. Planeamento para a defini¢cdo das misturas

As misturas sdo definidas como um conjunto de dois ou mais componentes, onde sua
funcdo esta relacionada a proporcéo de cada componente. Um experimento com misturas utiliza
proporcOes diferentes de cada componente, sendo a sua soma cem por cento (CORNELL,
2011). No delineamento para a definicdo de uma mistura experimental, a quantidade total dos
componentes € mantida constante, sendo que a resposta depende das propor¢oes relativas dos
componentes (ingredientes) na mistura e ndao da quantidade da mistura (RAO; BARAL, 2011).

Os métodos estatisticos, em particular o delineamento de superficie de resposta, tém
sido usados em ciéncia dos alimentos para explorar os efeitos das varidveis de processo sobre
as respostas especificas de um sistema. Na criacdo de misturas, a utilizacdo de modelos tais
como o Simplex-Centréid, permite investigar os efeitos sinérgicos ou antagonistas dos
componentes da mistura nas variaveis de resposta (CORNELL, 2002; HANDA et al., 2016).

O termo simplex refere-se a forma geométrica de um tridngulo quando em duas
dimensdes e tetraedro quando em trés dimensdes. O Simplex-Centroid é distribuido de forma
mais uniforme no interior do triangulo e ajuda a detetar a curvatura de superficie de resposta,
como mostra a Figura 3 (ABDULLAH; CHIN, 2010). De forma simplificada, simplex € o
espaco experimental dimensional delimitado pelo nimero de componentes e sua proporcao

maxima e minima pré-estabelecidas.

(1.0.0)
(1/2.1/2.0) (112,0.1/2)
// (1.«‘3,1?3,1 3)
(0,10) (0,1?2:1‘-‘2) ((ZOJ)

Figura 4. Design Simplex-Centroid para uma mistura ternaria (Fonte: Adaptado de Jiao et al., (2018)).
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Dentro do espaco simplex s&o montados planeamentos de experimentos que permitem
a estimativa de modelos matematicos que irdo representar 0 comportamento do sistema de
misturas, percorrendo todo o0 espaco experimental, ou seja, 0s resultados obtidos no
planeamento de misturas devem tornar possivel, através dos resultados obtidos, o ajuste da
equacdo de regressao para Superficie de Resposta (SR) (REIS; ANDRADE, 1996).

O objetivo do modelo Simplex-centroid é o de avaliar as respostas associadas a cada
ingrediente separado, a cada par de ingredientes (em proporcdes iguais), a cada trio de
ingredientes (também em propor¢des iguais); e assim, sucessivamente (CORNELL; DENG,
1982; DUTCOSKY et al., 2006).

Muitas vezes pode haver restri¢des adicionais, de valores minimos associado a cada
componente da mistura. Ou seja, a regido experimental ndo cobre todo o espaco simplex, mas
apenas um subespaco do mesmo. Nestes casos, 0s componentes originais sdo representados
através de pseudocomponentes (X;") (CORNELL, 2011).

Para misturas onde um ou mais componentes possuem limites inferiores (L;), tal que
L; <X; <1, onde X; indica a proporcéao do i-ésimo componente, com i =1, 2, --+, g, onde g indica
0 numero de componentes da mistura, a transformacao para pseudocomponentes é dada pela

Equacéo 1, onde L representa o somatorio das restrigdes de limites inferiores e é dado pela

Equacéo 2.
/ Xl - Ll
X = 1— L Equacao (1)
q
L= L <1 Equagdo (2)
i=1

Para a andlise da superficie de resposta existe um grupo de técnicas matematicas e
estatisticas usadas com a finalidade de construir um modelo funcional de relagdo entre a
resposta de interesse e as varidveis independentes. Esse modelo torna possivel a anélise de
como, e quanto, cada variavel influencia cada resposta, sendo assim possivel maximizar ou
minimizar cada resposta, de acordo com o interesse. Os modelos utilizados sdo os polinbmios

candnicos de Scheffé, usados especificamente para experimentos utilizando misturas. De forma
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geral as formas candnicas ou 0s modelos de regressao para misturas sdo: Linear, quadrético,
cubico completo e cubico especial (BOX; DRAPER, 2007; MYERS; ANDERSON-COOK,
2009).

Os modelos de misturas de trés componentes (ou misturas ternarias) podem ser obtidos
através da ampliacdo do modelo de misturas binarias. Nas Equacdes 3, 4 e 5 estdo representados

0s modelos matematicos linear, quadratico e cubico especial, respetivamente.

Equacao (5)

Onde:
Y - Resposta avaliada com o modelo matematico;
b, - Intercecdo;
b; - Coeficiente linear do componente i;
b;; - Coeficiente de interacdo binario;
b;j, - Coeficiente de interacdo ternaria
X; - Proporcdo do componente i na mistura.

Na determinacdo de qual o modelo que descreve adequadamente os dados
experimentais, inicialmente € necessario que o0s coeficientes destas equacdes sejam
determinados por analise de regressdo. Em seguida, através da analise de variancia (ANOVA)
verifica-se cada fator do modelo (componentes individuais, interagdes binarias e interacGes
ternarias) definindo-se assim a composicdo da equacdo, sendo mantidos os coeficientes
significativos para a resposta e eliminados os coeficientes ndo significativos. Em paralelo
analisam-se os coeficientes de regressdo (R?) e de regressdo ajustado (RZgj) que permitem
interpretar a medida da correlacéo da resposta com as variaveis. Com a eliminacdo dos fatores
que nédo apresentam influéncia no modelo, os valores de R%gjdevem aproximar-se de 1. Quando
o melhor conjunto de coeficientes é definido, o teste de falta de ajuste pode ser utilizado quando

existem observacOes repetidas que permitem obter a estimativa de erro aleatorio. Essa
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estimativa permite julgar se o0 modelo apresenta o nimero de observac6es de modo satisfatorio,
ou a necessidade de acrescentar mais termos ao modelo. Entdo, a avaliacdo dos residuos, que
representam o erro experimental do modelo ajustado, ¢ feita para detectar graficamente desvios
considerados fora da normalidade do erro experimental e pontos fora da tendéncia. Finalmente,

a superficie de contorno pode ser representada (SMITH, 2005).

O planeamento de misturas tem sido utilizado na area alimentar para otimizar
composicdes alimentares visando a reducdo de gordura (NIKZADE; TEHRANI;
SAADATMAND-TARZJAN, 2012), obtencdo de sucos ricos em antioxidantes (KIM; KO;
LIM, 2017) e melhoria do valor nutricional de alimentos processados (RYTZ et al., 2017). A
aplicacdo do planeamento de misturas pode visar também a otimizacéo de processos, onde a
composicdo do meio defina as caracteristicas do produto final, como na producdo de L-
asparginase por fermentacdo solida (DIAS et al., 2015), onde os autores avaliaram a
composic¢do do substrato fermentativo, composto por quatro matrizes: farelo de trigo, residuo
de gréos de soja, residuo de semente de algoddo e casca de laranja. Zanela et al., (2015)
avaliaram o efeito da composicdo de embalagens alimentares compostas por poli(alcool

vinilico), amido e glicerol, nas propriedades mecanicas e permeabilidade ao vapor d’agua.

Ainda na area alimentar, encontra-se um estudo feito por Gomes et al., (2018), que
desenvolveram modelos para avaliar misturas com combinacdes de amidos de trés fontes
vegetais diferentes, ervilha (Pisum sativum L.), arroz (Oryza sativa) e mandioquinha
(Arracacia xanthorrhiza), nas propriedades de gelificacdo por avaliacdo das curvas de DSC
(temperatura inicial (onset), temperatura maxima, temperatura final e entalpia da gelificacdo).
Os autores observaram que houve um aumento na entalpia de gelificagdo quando a mistura
possuia proporc¢des superiores de mandioquinha e um decréscimo decorrente da interacdo dos
trés amidos. Ja em relacdo as temperaturas (inicial, maxima e final) de gelificacdo obtidas a
partir da curva obtida por DSC, houve um aumento nas misturas com concentracfes superior
de amido de arroz e uma diminuicdo em misturas que continham concentracdes superiores de

amido de arracacia.

A avaliagdo do ponto de fusdo e de solidificacdo de misturas lipidicas, como as
compostas por cera de abelha e cera de carnalba, pode ser avaliada através de um planeamento
de misturas, garantindo o estado sdlido das microparticulas de curcumina a temperatura

ambiente.
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2.6. Delineamento Box-Behnken

O delineamento experimental Box-Behnken é definido como um delineamento fatorial
incompleto obtido pela combinacdo de delineamentos fatoriais de dois niveis com
delineamentos em blocos incompletos. Os pontos experimentais estdo distribuidos de forma
equidistante do ponto central como mostra a Figura 5. Neste delineamento as variaveis sdo
estudadas nos niveis inferior (-1), central (0) e superior (+1). Ao menos trés réplicas contendo
0 ponto central devem ser utilizadas para a estimativa do erro (BEZERRA et al., 2010;
KAMMOUN; NAILI; BEJAR, 2008).

A
X o 4]

o } ©
e ,,

X,

Figura 5. Representagdo do espago experimental no Planeamento Box-Behnken (Fonte: Ferreira et al.,
(2007)).

O numero de experimentos necessarios para o desenvolvimento do planeamento Box-
Behnken ¢ definido através da Equacdo 6, onde N é o nimero de experimentos, k € 0 numero

de variaveis, e Co € 0 nimero de pontos centrais (FERREIRA et al., 2007).

N=2k(k-1)+ C, (Equacéo 6)

Para avaliar a adequacdo do modelo é realizado um teste de andlise de variancia
(ANOVA) e uma equacéo de segundo grau é utilizada para estimar o efeito de cada variavel e

suas interacdes (Equacéo 7).
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Y= by+ b.X;+ by Xy + b3. X3+ by X1.X, + bs. X1. X3 + bg.Xp. X3 + by . X7 +

bg. X3 + by. X3 (Equagéo 7)
Onde:

Y - Resposta avaliada com 0 modelo matematico;

b, - Intercecao;

by, b,,b; - Coeficientes lineares;

by, bs, bg - Coeficientes de interagdes binarias;

b;, bg, by - Coeficientes quadraticos;

X; - Proporgdo do componente i na mistura.

O planeamento Box-Behnken tem sido muito utilizado na area alimentar para diversos
fins. Laqui-Vilcaetal., (2018) avaliaram a influéncia da amplitude, ciclo e o tempo no processo
de extracdo de betalaina por ultrassom, Sanchez et al., (2016) estudou a os efeitos das variaveis:
pH, proporcdo do extrato de brdcolis:material de parede e a concentracdo do material de parede
na mistura reacional no processo de microencapsulacdo do extrato de brécolis, Gozé et al.,
(2016) induziram a oxidagdo de grdos de trigo por ozono e observaram a influéncia das
variaveis taxa de humidificacdo, concentracdo de entrada de ozono e tempo de reacdo no
processo. Fernandez et al., (2016) otimizaram o processo de encapsulacdo do acido polilatico
extraido de uva por emulsificacdo—evaporacdo do solvente avaliando o tempo de sonicacdo na
formagdo da emulsdo, quantidade de extrato de uva utilizado e concentracdo de agentes
estabilizantes.

Neste contexto, o delineamento experimental Box-Behnken pode ser (til para predizer
se parametros como a composi¢do dos materiais de parede, 0 tempo e a temperatura podem
influenciar o poder corante da curcumina e sua estabilidade, quando esta for incorporada numa

matriz alimentar e submetida a processamento térmico.

2.7. Técnicas de caracterizacao

A caracterizagdo de microparticulas € uma etapa importante do processo de

encapsulagdo de compostos bioativos. Atraves de técnicas especificas é possivel verificar se 0s
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materiais obtidos sdo adequados ao fim pretendido. Geralmente sdo caracterizados aspetos
como tamanho de particula, distribuicdo do tamanho de particula, potencial zeta, morfologia,
fluidez, eficiéncia de encapsulacao, e estabilidade térmica (KWAK, 2014).

O tamanho da particula, bem como a sua distribuicdo sdo parametros importantes a
aferir no processo de microencapsulagcdo de compostos ativos uma vez que, dependendo do
tamanho da particula, é possivel obter perfis de libertacdo diferentes, afetar a atividade do
composto, bem como interferir na viscosidade do alimento onde as particulas sdo incorporadas
(KWAK, 2014; PRISCO; MAURIELLO, 2016).

A morfologia da particula é verificada através de métodos de microscopia, como por
exemplo a microscopia eletronica da varrimento (MEV) e microscopia 6tica (MO). Esta analise
¢ importante para aferir as propriedades globais dos sistemas coloidais, nomeadamente a forma
das particulas. Adicionalmente, a MO é um método simples que pode ser muito Util na

monitorizagdo do processo de microencapsulacdo (KWAK, 2014).

Outras técnicas de grande interesse para a caracterizacdo dos sistemas
microencapsulados sdo a espectroscopia de infravermelhos (FTIR, Infravermelho por
transformada de Fourier (do inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy) e a analises
térmicas (Calorimetria de varrimento diferencial (DSC, do inglés Differencial Scanning
Calorimetry). (DI SABATINO et al., 2012; MASCHKE et al., 2007; MATOS-JR et al., 2015;
PASSERINI et al., 2006).

Quando ao estudo da estabilidade da cor de corantes encapsulados, as analises
colorimétricas sdo amplamente utilizadas tanto para caracterizacdo das microparticulas em si
como também as matrizes alimentares onde estas sdo incorporadas (ALMEIDA et al., 2018;
BUTSTRAEN; SALAUN, 2014).
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3. MATERIAIS E METODOS
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3.1. Materiais

A curcumina (80% de pureza) foi adquirida a Sigma-Aldrich. As ceras de abelha
(100% de pureza, Acros Organics), carnauba (100% de pureza, Acros Organics) foram usadas
como encapsulantes solidos, enquanto o miglyol 812 (mistura de ésteres de acidos caprico e
caprilico, Oleochemicals) foi utilizado como lipido liquido. Para efeitos de matrizes alimentares
com diferentes caracteristicas hidrofilicas/lipofilicas selecionou-se queijo fundido, nata de
culinaria, manteiga, leite condensado, margarina vegetal liquida, iogurte natural com 0% de

matéria gorda, iogurte natural, iogurte natural batido (tipo Grego) e maionese.

3.2. Planeamento experimental para a defini¢cdo das misturas com temperatura de fuséo

e solidificacdo adequadas ao processo

O planeamento experimental do tipo Simplex Centroid foi aplicado considerando
misturas ternarias dos lipidos definidos (cera de abelha, cera de carnaiba e miglyol) com o
objetivo de encontrar as propor¢cdes que conduzam a solugdes com pontos de fuséo e
solidificacdo préximos, e que garantam o estado sélido das microparticulas a temperatura
ambiente. Para os ensaios definiram-se restricdes de concentracdo minima (40% de cera de
abelha) e de concentragcdo maxima (60% de miglyol). Tais limites foram definidos uma vez que
quantidades superiores a esse limite para a cera de carnadba tornam o ponto de fusdo da mistura
superior ao que pode ser utilizado no equipamento de spray chilling, e quantidades superiores
a 60% de miglyol tornam a mistura pastosa e/ou liquida a temperatura ambiente. A matriz
experimental dos pseudocomponentes foi obtida utilizando um software Statistica 7.0 (Statsoft)
e encontra-se representada na Tabela 6, juntamente com os valores dos componentes originais,
considerando que a massa total € igual a 1 g para todas as misturas. A Equacdo 1 foi utilizada
para determinar os valores dos respetivos componentes originais da mistura a partir dos

pseudocomponentes.
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Tabela 6. Matriz experimental do planeamento de mistura tipo Simplex-centroid com grau 3. Pseudocomponentes:
Xca: fragcdo massica de cera de abelha; Xcc :fracdo massica de cera de carnadba; Xwi: fragdo massica de miglyol
812. Componentes originais: CA: cera de abelha; CC: cera de carnatba e Mi: miglyol 812.

. Pseudocomponentes Componentes originais
Experimento -
Xca Xce Xwmi CA(9) CC (g) Mi (g)

1 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0
2 0,0 1,0 0,0 0,4 0,6 0,0
3 0,0 0,0 1,0 0,4 0,0 0,6
4 0,5 0,5 0,0 0,6 0,4 0,0
5 0,5 0,0 0,5 0,6 0,0 0,4
6 0,0 0,5 0,5 0,4 0,2 0,4
7 0,7 0,3 0,0 0.8 0,2 0,0
8 0,7 0,0 0,3 0,8 0,0 0,2
9 0,0 0,7 0,3 0,4 0,4 0,2
10 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,2
11 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,2
12 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,2
13 0,3 0,3 0,3 0,6 0,2 0,2

Os componentes foram pesados num tubo de ensaio que foi colocado num banho
termostatizado a 6leo (NAHITA modelo 602/6) a 90°C, durante 10 min sob agitacdo branda.
Por fim, os tubos foram rapidamente arrefecidos a -19°C para promover a solidificacdo da
mistura tendo permanecido nesta condi¢do durante 1 hora antes da realizacdo das analises de
DSC.

As temperaturas de fusdo e solidificacdo das misturas foram determinadas por DSC
(Netzsch, DSC 204 F1 Phoenix). As amostras (aproximadamente 5 a 10 mg) foram pesadas
numa balanca de precisdo analitica, acondicionados em cadinhos de aluminio fechados e
submetidas a aquecimento conforme a Figura 6. Inicialmente de 80°C a 100°C a uma taxa de
aquecimento de 10°C/min, mantendo a temperatura de 100°C durante 5 minutos, seguida de um
arrefecimento a 0°C a numa taxa de 20°C/min, permanecendo a nesta temperatura por mais 5
minutos. Seguidamente aqueceu-se novamente até 150° a 10°C/min e por fim arrefeceu-se até
25°C a uma taxa de 20°C/min. As analises foram realizadas em atmosfera inerte (azoto) sob
fluxo de 20 mL/min. Os dados para a determinacdo do modelo de temperatura de fusdo (Tr)
foram colhidos no segundo aquecimento (de 0°C a 150°C), sendo o ponto maximo do pico

definido como o valor de Tr. Para 0 modelo de resposta da temperatura de solidificagdo (Ts)
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foi utilizado o segundo arrefecimento (de 150°C a 25°C) e na presenca de dois picos foi
selecionado o primeiro.

120

80

40 4

Temperatura (°C)

-40 -

T . T . T ¥ T

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min)

Figura 6. Parametros de aquecimento das amostras do planeamento experimental Simplex-Centroid.

Para a obtencdo dos modelos, os dados experimentais foram tratados por regressdo
linear no software Statistica 7.0. Por fim, foram escolhidos trés pontos para a validacdo de
ambos os modelos, observando-se que as temperaturas de fusdo e solidificacdo obtidas
experimentalmente estavam contidas num intervalo de confianga indicado na previsdo dos

modelos.

Ap06s a modelacdo das temperaturas de fuséo e solidificacdo realizaram-se 0s ensaios
para a validacdo dos mesmos. Definiram-se trés misturas com composi¢des diferentes para
verificar se a previsdo dos modelos estava correta (Tabela 7). As temperaturas de fusdo e
solidificacdo das misturas selecionadas foram determinadas por DSC, de acordo com a
metodologia descrita anteriormente. Para verificar a validade do ponto experimental analisou-
se 0 valor determinado experimentalmente e o intervalo de confianca gerado pela previsao do

ponto em questéo.
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Tabela 7. ComposicGes em pseudocomponentes das misturas avaliadas para a validagdo dos modelos de
temperaturas de solidificacdo (Ts) e temperatura de fusdo (T¢).

Mistura Xca Xcc Xwmi Modelo validado
1 1 0 0 TeeTs
2 0 0 1 TreTs
3 0,03 0,25 0,72 Ts
4 0 0,17 0,83 Te

3.3. Encapsulagdo da curcumina e caracterizagao das microparticulas

Na Tabela 8 apresentam-se as formulagdes usadas na encapsulacdo da curcumina, que

correspondem as misturas designadas por 1, 2 e 3 na Tabela 7.

Tabela 8. Formulag®es utilizadas para a encapsulagéo da curcumina.

Massas dos compostos (g)

Experimento

Cera de abelha Cera de carnauba Miglyol 812 Curcumina
MP1 98,4657 0,0000 0,0000 1,4955
MP2 39,4463 0,0000 59,1074 1,5030
MP3 41,3466 14,3690 42,3690 1,4981

As microparticulas sem a adicdo de curcumina (branco) foram produzidas para cada
uma das formulacdes e utilizadas como controlo. Assim, foram produzidas microparticulas
contendo as misturas do material encapsulante com o objetivo de serem utilizadas como
controlos (MPB1, MPB2 e MPB3, respetivamente brancos das amostras MP1, MP2 e MP3). A
microencapsulacdo da curcumina foi realizada pela técnica de spray congealing. Os lipidos
foram aquecidos a 100°C sob agitacdo branda por 10 minutos. A curcumina foi entdo
adicionada e misturada por mais 10 minutos, também sob agitacdo. A mistura foi mantida sob
aquecimento para garantir o estado liquido até a sua atomizacdo. Para a producdo das
microparticulas foi utilizado um Mini Spray Dryer B-290 Buchi (Flawil, Switzerland) em
conjunto com um Desumidificador B-295, tal como representado na Figura 7 (C), para

promover o arrefecimento do ar na cdmara de atomizacdo, o equipamento, foi adaptado com
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um recipiente apropriado (Figura 7 (B)), para manter os materiais utilizados em agquecimento.

A Tabela 9 resume os parametros utilizados na atomizacéao para a producéo das microparticulas

lipidicas.

Tabela 9. Parametros aplicados aos ensaios para producédo de microparticulas com as misturas lipidicas.

Parametros Valor estabelecido
Caudal do ar de resfriamento 37.5 m3/h
Diametro do bico atomizador 0.7 mm
Temperatura de entrada 140°C
Temperatura de atomizacao 10°C
Aspiracdo 100%
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Figura 7. Configuragdes do equipamento utilizado para a producdo das microparticulas de curcumina: (A) Mini

Spray Dryer B-290 Buchi, (B) Acessorios para Spray Congealing e (C) Desumidificador B-295. Fonte: Adaptado

Mini Spray Dryer B-290 manual técnico. Disponivel em: http:/static2.buchi.com/sites/default/files/technical-
data-pdf/B-290 Data Sheet_en C 1.pdf. Acesso em: maio de 2018.

Os tamanhos das microparticulas foram determinados num equipamento Malvern

Mastersize 3000 equipado com uma unidade de dispersédo Hydro MV (Malvern) usando agua

como meio de dispersdo. A morfologia das microparticulas foi analisada por microscopia 6tica

através de um microscépio Ni-U (Nikon Eclipsei) equipado com um camera digital, as imagens

foram observadas pelo software NIS-Elements Documentation nas ampliagdes de 40, 100, 200

e 400 vezes.
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A cera de carnalba, cera de abelha, curcumina e as microparticulas foram analisadas
por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC, Netzsch, DSC 204 F1 Phoenix) no intervalo
de 0°C a 250°C, numa taxa de aquecimento de 10°C/min sob fluxo de azoto (20 mL/min). Misturas
fisicas (MF1, MF2 e MF3) dos lipidos e curcumina foram obtidas por mistura manual dos

componentes e avaliadas por DSC para comparagéo.

Para identificar a existéncia de possiveis interacbes quimicas entre 0s materiais
encapsulantes e a curcumina, foram feitas analises de Espectroscopia de Infravermelho por
Transformada de Fourier em modo de Refletancia Atenuada (FTIR-ATR, ABB MB300). Foram
realizados 32 escaneamentos com resolucéo de 16 cm™ de 4000 a 550 cm™. Os espetros foram

normalizados em relag&o ao pico de maior intensidade.

3.4. Avaliacao da estabilidade da cor das microparticulas incorporando curcumina

As microparticulas produzidas, e cuja formulacdo foi obtida pelo planeamento
experimental, foram aquecidas em estufa a fim de avaliar a estabilidade da cor. A analise foi
realizada seguindo um planeamento experimental Box-Behnken de trés fatores sendo registada
a variacdo da cor da curcumina (AE) ap6s o aquecimento de acordo com 0s seguintes
parametros: temperatura, tipo de particula (MP1, MP2 e MP3) e tempo de aquecimento. O fator
temperatura e o fator tempo foram definidos em funcéo das condices tipicas a que as matrizes
alimentares sdo submetidas aquando do processo de cozimento (temperatura e tempo maximo
de 180°C e 1 hora, respetivamente). A matriz do planeamento experimental, obtida pelo

software Statistica 7.0 (Statsoft, USA), esta representada na Tabela 10.
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Tabela 10. Matriz do planeamento experimental Box-Behnken para avaliagcdo da estabilidade da cor sob condicGes
de aquecimento.

Exp. Particula Temperatura (°C) Tempo (min)
1 MP1 100 37.5
2 MP3 100 37.5
3 MP1 180 37.5
4 MP3 180 37.5
5 MP1 140 15.0
6 MP3 140 15.0
7 MP1 140 60.0
8 MP3 140 60.0
9 MP2 100 15.0

10 MP2 180 15.0
11 MP2 100 60.0
12 MP2 180 60.0
13 MP2 140 37.5
14 MP2 140 37.5
15 MP2 140 37.5

As amostras (aproximadamente 1 g de microparticulas ou de curcumina pura) foram
colocadas numa placa de petri numa estufa pelo tempo e temperatura definidos na Tabela 10.
A avaliacdo da cor das microparticulas de curcumina foi feita pela leitura direta de refletancia
das coordenadas a*, b* e L* em triplicata com auxilio de um colorimetro (Konica Minolta CR-
400). Pelo sistema Hunter de cor, os valores de L* indicam a luminosidade e variam de 100
(branco) até 0 (preto); a coordenada a* indica variacdo do verde (-a*) a vermelho (+a*)
enquanto b* indica a variagdo do azul (-b*) aamarelo (+b*). Os valores de AE foram calculados
pela Equacéo 8, onde AL?, Aa? e Ab? representam as diferencas das leituras das particulas antes
do aquecimento e as particulas submetidas ao aquecimento. O valor de Chroma, calculado pela
Equacdo 9, pode ser definido como a profundidade, ou entdo, como a quantidade de cor pela
qual se distingue uma cor forte de uma fraca. O valor do croma é zero no centro do eixo de
cores, aumentando conforme se distancia do centro. Outro pardmetro importante na analises de
cor é 0 angulo Hue (Equacéo 10), definido como iniciando no eixo +a* e é expresso em graus,

sendo que 0° corresponde a +a* (vermelho), 90° corresponde a +b* (amarelo), 180°
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corresponde a —a* (verde) e 270° corresponde a —b* (azul) (OLIVEIRA; RESENDE; COSTA,
2016).

AE = /(AL2) + (Aa?) + (Ab2) (Equagdo 8)

Cr = /(Aa?) + (Ab2) (Equagdo 9)

b ~
H = arctang (E) (Equagéo 10)

Os resultados foram avaliados por analise de componentes principais (PCA). Antes de
aplicar o método multivariado, analisou-se a existéncia de outliers, que podem influenciar os
resultados finais da anélise estatistica. Com o intuito de detetar dados discrepantes, a distancia
de Mahalanobis foi analisada. Ap6s a identificagdo das observacdes atipicas, foram excluidas
as que mostram verdadeira discrepancia em comparacdo com os dados restantes estudados.
Considerando a variabilidade das dimens@es das respostas, os coeficientes de correlacdo foram
aplicados para formar a matriz e extrair o valor préprio. O PCA foi realizado através do software
MATLAB R2008b (MathWorks Inc.).

3.5. Incorporacdo das microparticulas de curcumina em matrizes alimentares.

Num teste complementar & analise da estabilidade da cor, as microparticulas contendo
curcumina (MP1, MP2 e MP3) e a curcumina pura foram incorporadas em diversas matrizes
alimentares a fim de avaliar o poder corante em fungdo do tipo de matriz alimentar. Os
alimentos foram adquiridos num mercado local da cidade de Braganga — Portugal, e as suas

composicdes por 100 g de produto encontram-se listadas na Tabela 11.
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Tabela 11. Matrizes alimentares utilizadas para o estudo da aplicacdo da curcumina na forma pura e encapsulada

e seus respetivos valores nutricionais.

Matriz Alimentar Valor Energético Lipidos Hidratos de Proteina
(K9) © Carbono (g) ©
Queijo fundido 890 175 50 9,5
Nata Culinaria 1406 35,0 3,2 2,0
Manteiga 3060 82,1 0,6 0,5
Leite Condensado 1325 8,0 55,0 7,5
Creme Vegetal 2700 74,0 0,0 0,0
Liquido
logurte Liquido
Natural (0% matéria 224 0,4 4,7 7,6
gorda)
logurte Natural 171 1,8 3,4 2,7
logurte Batido
Natural (tipo Grego) 496 10,0 37 37
Maionese 2695 70,0 3,0 0,8
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Os alimentos adicionados com curcumina foram utilizados como controlo positivo e
os alimentos sem adigdo foram utilizados como controlo. A massa de curcumina pura
incorporada em 9 g do alimento selecionado foi proporcional a quantidade de curcumina

contida nas microparticulas (0.6% da massa da matriz alimentar).

A determinacéo da cor foi analisada em triplicado utilizando um colorimetro (Konica
Minolta CR-400), no dia de preparagdo (dia 0) e sete dias apds a prepara¢do e armazenamento
a 10°C. Antes da adicdo dos agentes corantes foi determinado o pH dos alimentos e o seu teor

de humidade, gravimetricamente ap0s secagem das amostras.

A andlise de componentes principais (PCA) foi utilizada para avaliar qualitativamente
a relacdo entre o pH, o teor de humidade e o tipo de formulacdo com a cor através do software
MATLAB R2008b (MathWorks Inc.). Adicionalmente, a analise de correlacdo baseada no
coeficiente de correlacdo de Pearson foi também determinada considerando um nivel de

significancia de 5%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Planeamento experimental para a defini¢cdo das misturas

4.1.1. Delineamento experimental

Com o objetivo de obter misturas com temperaturas de fusdo em uma faixa de
temperatura de 80 a 100°C, faixa de temperatura delimitada pelo equipamento a utilizar para a
produgdo das microparticulas, foi produzido um modelo matematico para a temperatura de
fusdo das misturas. Além disso, também foi construido um modelo matematico com o objetivo

de obter misturas lipidicas sélidas a temperatura ambiente.

Os pontos de fusdo e de solidificacdo das misturas lipidicas foram determinados por

DSC e os resultados obtidos estdo reunidos na Tabela 12.

Tabela 12. Resultados obtidos para o ponto de fusdo (Te) e ponto de solidificacdo (Ts) das misturas compostas
por cera de abelha (CA), cera de carnatba (CC) e miglyol 812 (Mi).

Experimento Pseudocomponentes e 0) Ts (°C)
Xca Xee Xmi

1 1,0 0,0 0,0 64,2 48,4
2 0,0 1,0 0,0 80,3 55,1
3 0,0 0,0 1,0 58,6 49,4
4 0,5 0,5 0,0 775 52,5
5 0,5 0,0 0,5 60,6 46,5
6 0,0 0,5 0,5 72,6 47,4
7 0,7 0,3 0,0 63,4 48,1
8 0,7 0,0 0,3 62,6 47,5
9 0,0 0,7 0,3 77,6 51,6
10 03 0,3 0,3 61,8 46,2
1 03 03 03 61,4 48,7
12 03 03 03 615 48,8
13 0,3 0,3 0,3 61,6 48,6

A Tabela 13 apresenta a ANOVA para 0 modelo de resposta da temperatura de fusao.

Os coeficientes obtidos para 0 modelo cubico especial da resposta temperatura de fusdo
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encontra-se na Tabela 14. O modelo obtido para a temperatura de fuséo das misturas estudadas
pode ser observado na Equacdo 11 e as superficies de resposta na Figura 9. Na Figura 8

apresenta-se o grafico de valores observados versus valores previstos para o modelo de Tr.

Tabela 13. ANOVA para 0 modelo de resposta da temperatura de fuséao.

Soma de Graus de Média de

quadrados liberdade quadrados Foalouleco p-valor

Regressao 710,77 5 142,15 62,06 0,000120
Erro 16,03 7 2,29 - -

Falta de ajuste 15,95 4 3,99 136,69 0,001004
Erro puro 0,09 3 0,03 - -
Total 726,81 12 60,57 - -

Tabela 14. Coeficientes do modelo de regressao para a temperatura de fusdo (Tr) das misturas lipidicas.

Fatores Coeficientes p-valor
CA 63,637 <0,000001
CC 81,308 <0,000001
Mi 57,710 <0,000001
CAxCC 23,414 0,014489
CCxM 14,360 0,088199
CAXxCCx Mi -268,265 0,000090
R? 0,978
RZadij 0,962
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Figura 8. Gréfico de valores observados versus previstos para o0 modelo de resposta da temperatura de fusdo (°C).
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Figura 9. Superficies de resposta obtidas para 0 modelo de resposta da temperatura de fusdo em termos dos
pseudocomponentes.
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Da andlise realizada nota-se que, para 0 modelo de resposta da temperatura de fusao,
a interacdo entre a cera de abelha e o miglyol 812 (CA x Mi) foi retirada do modelo, j& que esta
ndo era significativa (p > 0,05). Contudo, a interacéo entre a cera de carnatba e o miglyol (CC
X Mi), apesar de também ndo ser significativa para a constru¢do do modelo (p > 0,05), a sua
exclusdo torna pior a previsdo (reducdo do valor de R%gj), tendo-se mantido este fator no
modelo. Adicionalmente, pode observar-se que 0 modelo apresenta falta de ajuste significativo
(p < 0,05), contudo o modelo apresenta valores baixos para os residuos, o que indica a
possibilidade de utilizacdo do modelo para a previsao e otimiza¢do. Como se observa na Figura
8, onde se apresentam o0s valores observados versus valores previstos, 0s pontos estdo
distribuidos de forma homogénea mostrando que o0s residuos ndo possuem tendéncias

aleatorias.

Nota-se ainda, por analise da superficie de resposta para 0 modelo de resposta da
temperatura de fusdo (Figura 9), que o componente individual que mais influenciou o
comportamento foi a cera de carnauba, tendo um efeito positivo, ou seja, quanto maior a sua
concentracdo, mais levada € a temperatura de fusdo. Quanto aos fatores de interacdo
quadraticos, a cera de carnalba demonstrou um efeito marcante no aumento do ponto de fuséo,
resultando em efeitos positivos para a interacdo entre as duas ceras, e para a cera de carnauba e
o miglyol. Como o ponto de fusdo da cera de carnaliba pura é o mais elevado entre o0s
componentes utilizados (78-85°C, O’keefe, 2008), esta apresentou maior efeito.

Entre todos os fatores da equacéo obtida (Equacdo 11), o que mais influenciou a resposta
foi o fator de interacdo ternaria, exibindo um efeito antagonico. A reducdo na temperatura de
fusdo de uma substancia pela adicdo de outros componentes a este ocorre quando estes
apresentem solubilidade no primeiro (MARSAC; LI; TAYLOR, 2009). Pode-se concluir entdo
gue os trés componentes, cera de abelha, miglyol e cera de carnalba estdo dispersos ao nivel
molecular entre si (MITRI et al., 2011), dado o efeito de interacdo entre os trés componentes

na reducao da resposta.

Para 0 modelo de resposta da temperatura de solidificacdo (Ts), 0s correspondentes
resultados da andlise de variancia e os coeficientes do modelo de regressdo estdo apresentados
nas Tabelas 15 e 16, respetivamente. Na Figura 10 é apresentada a relagdo entre os valores

observados e o0s valores previstos para 0 modelo de Ts. Na Figura 11 encontra-se a superficie
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de resposta obtida para 0 modelo de resposta da temperatura de solidificagdo em termos dos
pseudocomponentes.

Tabela 15. ANOVA para 0 modelo de resposta da temperatura de solidificacéo.

Soma de (_Braus de Média de = p-valor
quadrados liberdade guadrados
Regressao 73.72 5 14.74 37.32 0.000067
Erro 2.76 7 0.395 - -
Falta de ajuste 2.48 4 0.62 6.40 0.079556
Erro puro 0.29 3 0.10 - -
Total 76.49 12 6.37 - -

Tabela 16. Coeficientes do modelo de regresséo da temperatura de solidificacdo (Ts) das misturas lipidicas.

Fatores Coeficientes p-valor
CA 48,437 <0,000001
CC 55,564 <0,000001
Mi 49,182 <0,000001
CA X Mi -10,962 0,008296
CC X Mi -19,908 0,000302
CA X CC X Mi 20,419 0,185381
R? 0,964
RZagj 0,938
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Figura 10. Gréfico de valores observados versus previstos para o modelo da temperatura de solidificacdo (°C).
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Figura 11. Superficies de resposta obtidas para 0o modelo de ponto de solidificagio em termos de
pseudocomponentes.

Pode-se observar neste modelo que a interacdo entre as ceras de abelha e de carnauba
(CA x CC) néo foram significativas (p < 0,05), tendo sido removida do modelo. No caso da
interacdo ternaria (CA x CC x Mi), apesar de nao ser significativa (p > 0,05), a sua remoc¢éo
reduz a capacidade de previsdo do modelo, o que também reduziria este a um modelo tipo

quadréatico ao invés do cubico especial. Desta forma esta interagdo foi mantida no modelo.

O modelo de resposta da temperatura de solidificagdo ndo apresentou falta de ajuste
significativa (p > 0,05) (Tabela 15). Adicionalmente conduziu a uma distribuicdo homogénea

dos pontos ao longo da reta de valores observados versus previstos (Figura 10).

Na superficie de resposta do modelo de temperatura de solidificagdo nota-se que o
miglyol influenciou significativamente 0 comportamento da mistura, devido as interacfes com
as ceras, sendo os efeitos na resposta das duas interacdes, Xcc X Xwmi € Xca X Xwmi, antagonicos,
ou seja, reduzindo a temperatura de solidificacdo. Como o miglyol é o componente que
apresenta a menor temperatura de fusdo (-6.5°C, Alfutimie et al., (2016)), quanto maior a sua

proporgao na mistura menor a resposta.
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4.1.2. Validagio dos Modelos
Para validagédo foram selecionadas quatro formulagdes com base nos modelos obtidos

para a validacdo experimental. Os valores tedricos e previstos pelos modelos juntamente com
0s seus intervalos de confianca e os valores obtidos experimentalmente encontram-se na Tabela

17. Os termogramas para as amostras correspondentes s&o apresentados na Figura 12.

Tabela 17. Validacdo experimental dos modelos matematicos obtidos para as temperaturas de fusdo e de
solidificacdo (Tr e Ts Exp. — valores determinados experimentalmente).

Tr(°C) Intervalo de confianca  Ts(°C) Intervalo de confianga

Exp. Xca Xecc  Xwi EXp. Tr (°C) Exp. Ts (°C)
1 1 0 0 65,2 58,9 < 63,6 <68,4 46,5 46.4<48.4<504
2 0 0 1 58,3 52,9<57,2<62,4 50,5 47,1<49,2<51.2
3 0 0,17 083 672 59,2<63,6 <67,9 - -
4 0,03 0,25 0,72 - - 44,5 455<47,4<493
D
A
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Figura 12. Termogramas referentes ao segundo aquecimento, mistura 1 (A), mistura 2 (B) e mistura 3 (C) e
segundo resfriamento, mistura 1 (D), mistura 2 (E) e mistura 4 (F), obtidos por DSC.
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E evidente pela analise da Tabela 17 que os valores obtidos experimentalmente para
as temperaturas de fusdo das misturas 1, 2 e 3 estdo dentro dos intervalos de confianga
determinados pelo modelo matematico para a temperatura de fusdo. Em relacdo ao modelo para
a temperatura de solidificacdo das misturas 1, 2 e 4 também se observaram valores
experimentais dentro do intervalo de confianca previsto pelo modelo para a temperatura de
solidificacdo. Esse resultado garante uma boa previsdo de ambos os modelos, tornando-os
validos para determinar as temperaturas de fusdo e de solidificacdo das misturas que contenham
cera de abelha, cera de carnauba e miglyol, dentro das proporcdes avaliadas no presente
trabalho.

4.2. Encapsulagdo da curcumina

As Figuras 13, 14 e 15 apresentam as imagens obtidas por microscopia ética das
microparticulas de curcumina encapsuladas com cera de abelha (MP1), cera de abelha e miglyol
812 (MP2) e cera de abelha, cera de carnatba e miglyol 812 (MP3) (C) utilizando ampliacdes
de 40, 100, 200 e 400X.

A Figura 16 representa a distribuicdo de tamanho de particula em volume para as
microparticulas obtidas pela técnica de spray congealing. Os tamanhos das particulas (Tabela
18) foram expressos em termos de Dio, Dso € Dgo que representam o tamanho maximo

correspondente a 10, 50 e 90% do volume de particulas, respetivamente.

Figura 13. Imagens obtidos por microscopia Otica das micropaticulas de curcumina encapsuladas com cera de
abelha (MP1) em diferentes ampliag6es.
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Figura 14. Imagens obtidos por microscopia Otica das micropaticulas de curcumina encapsuladas com cera de
abelha e miglyol (MP2) em diferentes ampliag6es.

Figura 15. Imagens obtidos por microscopia 6tica das microparticulas de curcumina encapsuladas com cera de
abelha, cera de carnatba e miglyol (MP3) em diferentes ampliacdes.
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Figura 16. Distribuicdo do tamanho de particula das microparticulas obtidas pela técnica de spray congealing para as microparticulas MPB1 e MP1 (A) MPB2 e MP2
(B) e MPB3 e MP3 (C).

Tabela 18. Valores de D1, Dspe Dgo para microparticulas obtidas pela técnica de spray congealing.

Amostra Do (um) Dso (nm) Doo (num)

MPB1 0,48+0,01 47,80+0,20 95,60+0,9
MP1 8,48+3,40 45,00£3,00 95,00+3,00
MPB2 0,19+0,01 21,30+0,20 79,00£2,00
MP2 0,41+0,01 60,20+0,50 139,00+4,00
MPB3 9,16+0,09 41,60+0,30 103,00£2,00
MP3 11,60+0,09 49,40+0,50 117,00£3,00

Legenda: MPB1, MPB2 e MPB3: microparticulas brancas (sem curcumina) das microparticulas MP1, MP2 e MP3, respetivamente.

Valores expressos como média + desvio padrao.

51



As microparticulas contendo curcumina apresentaram uma morfologia esférica tipica
de microparticulas lipidicas sélidas (ALVIM et al., 2016; CHAMBI et al., 2008). A existéncia
de aglomerados de particulas foi observada em todas as formulagdes. Adicionalmente,
observou-se que as esferas com diametros menores aderiram a superficie das microparticulas
com tamanhos maiores, conforme observado nas Figuras 13 e 15. A ocorréncia de aglomerados
em particulas produzidas por spray congealing também foi descrito por Consoli et al. (2016) e
Wegmuller et al. (2006). Segundo estes autores, as aglomeragdes podem ocorrer devido a
existéncia de microparticulas que ndo foram completamente solidificadas no processo de
producdo por spray cooling. Sabatino et al. (2012) encapsularam proteinas por spray
congealing e obtiveram particulas esféricas sem aglomeracdes, tendo sido justificado este facto
pelo ponto de fusdo elevado do material lipidico utilizado como parede. O menor ponto de fuséo
das particulas contendo cera de abelha e miglyol 812 pode ter afetado o aspeto morfoldgico, tal
como observado na Figura 14. Um comportamento morfolégico similar foi também reportado
por Albertini et al. (2008).

As microparticulas apresentaram uma distribuicdo de tamanhos em volume que varia
entre 0,19 e 139 um, em termos de percentis. Albertini et al., (2008) e Maschke et al., (2007)
relataram que o tamanho de particula pode ser influenciado por varidveis associadas a
formulacdo (ou seja, concentracdo de curcumina, tipo de lipido e concentracdo do material de
parede) e/ou pelos pardmetros do processo (tipo de atomizagdo, pressdo e temperatura)
utilizados durante o processo de fabrico. Consoli et al., (2016) avaliou diversas composicdes
do material de parede para encapsular acido galico e observou que as microparticulas com maior
quantidade de 6leo de soja totalmente hidrogenado apresentaram uma diminui¢do do tamanho
médio em volume, uma vez que o 6leo de soja totalmente hidrogenado apresenta-se solido a
temperatura ambiente, fato ndo evidenciado no trabalho. Albertini et al., (2008) e Matos-Jr et
al., (2015), indicam que as variacdes de tamanho ocorrem também devido a viscosidade do
fluido alimentado ao atomizador do spray congealing. Antes da atomizacdo, a mistura de
lipidos utilizados para a formulagdo das microesferas MPB2 e MP2 apresentavam-se com
menor viscosidade em relacdo as outras misturas. No entanto, no presente trabalho este
pardmetro ndo foi analisado para as formulagdes utilizadas no spray congealing, o que dificulta

esta associacao.

A distribuicdo em volume representada na Figura 16 (B) mostra que apenas as

microparticulas com curcumina MP2 apresentaram um deslocamento significativo em relacéo
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as microparticulas sem a curcumina (MPB2). Ao analisar a Figura 16 (C) observa-se que a
distribuicdo de tamanho das microparticulas MP3 se encontram ligeiramente deslocadas para a
uma gama de tamanhos superiores em relacdo ao branco (MPB3), o contrario acontece em
relacdo a MP1, cuja distribuicdo se encontra ligeiramente deslocada para uma gama de valores

inferiores, relativamente as microparticulas com curcumina (MPB1) (Figura 16 (A)).

E importante referir que a heterogeneidade das distribuicdes de tamanho observadas
com algumas das microparticulas produzidas, com e sem curcumina, sdo justificadas pela
existéncia de aglomeracéo, devido a coalescéncia das particulas lipidicas. Este fato foi também
evidenciado por Consoli et al. (2016) ao encapsular o acido galico com 6leo de soja totalmente

hidrogenado como material de parede pela técnica de spray congealing.

A Figura 17 apresenta os termogramas das microparticulas das misturas fisicas e das
microparticulas sem curcumina. A Tabela 19 apresenta a temperatura de fusdo das misturas,
representada pela temperatura do pico (°C) e a entalpia de fusdo AH (J/g) da cera de abelha,
cera de carnauba, das misturas fisicas 1, 2 e 3, das microparticulas e das microparticulas sem

curcumina.
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Figura 17. Termogramas obtidos por DSC para CA, CC, C, MP1, MF1 e MPBL1 (A), CA, CC, C, MP2, MF2 e
MPB2 (B) e CA, CC, C, MP3, MF3 e MPB3 (C).
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Tabela 19. Dados obtidos por DSC dos encapsulantes CA, CC e da curcumina (C) utilizados para a producéo das
microparticulas de curcumina.

Material Thico (°C) AH (J/g)
Cera de abelha (CA) 68,4 158,8
Cera de carnauba (CC) 86,8 173,1
Curcumina (C) 175,4 125,8
MP1 66,4 167,6
MF1 65,6 124,6
MPB1 65,9 149,5
MP2 58,7 63,4
MF2 62,0 55,0
MPB2 57,6 71,3
MP3 60,4 93,7
MF3 62,2 75,6
MPB3 59,3 105,7

E possivel identificar o ponto de fusdo da curcumina como sendo 175,4°C, resultado
este de acordo com a literatura (FENG; SONG; ZHAI, 2012; KHAN; RATHOD, 2014), além
disso a cera de abelha apresentou uma temperatura de fuséo de 68,4°C, valor encotrado entre a
faixa de temperatura descrita na literatura por Fratini et al., (2016), 63,5-64,5°C, 0 mesmo foi
observado para cera de carnalba, que apresentou uma temperatura de fusdo de 86,8°C, valor
também encontrado proximo a gama de temperatura de fusdo encontrada por O’keefe, (2008),
78-85°C.

Comparativamente as outras microparticulas, as microparticulas de curcumina que
utilizaram apenas a cera de abelha, como material encapsulante (MP1) apresentaram uma
temperatura de fusdo superior, proxima da temperatura de fusdo da cera de abelha, e uma
entalpia de fusdo também superior. Ao adicionar o lipido liquido miglyol 812 como material
encapsulante observa-se que houve um decréscimo significativo na temperatura de fusdo das
microparticulas (MP2) e, consequentemente, também uma diminui¢do na entalpia de fuséo.
Este decréscimo é justificado pela elevada concentracéo (60%) do lipidio liquido na formulagdo
das microparticulas (FANG; AL-SUWAYEH; FANG, 2013). Ja para as microparticulas MP3,
constituidas por cera de abelha, cera de carnauba e miglyol 812 como materiais de parede,
apresentaram uma temperatura de fusdo superior a MP2 e inferior a MP1. Assim, a introdugao

da cera de carnauba, que apresenta um ponto de fusdo elevado, como constituinte do material

54



encapsulante, em pequena proporg¢ao provoca um aumento néo significativo na temperatura de
fusdo das microparticulas, quando comparado com as microparticulas MP2. Observa-se, porém,

que a entalpia de fusdo aumentou significativamente (de 63,4J/g para 93,7J/9).

Para as misturas fisicas foi possivel observar picos de fusao cristalina para a curcumina
a 170,8, 171,2 e 171,7°C, nas misturas fisicas MF1, MF2 e MF3, respetivamente. Nas
microparticulas contendo curcumina nao foi possivel detetar a presenca deste pico de fuséo,
sugerindo que ela esteja na sua forma amorfa, formando assim uma mistura sélida homogénea
com o lipido. Ramalingam; Yoo; Ko (2016) encapsularam a curcumina em nanoparticulas
lipidicas s6lidas com glicerol monoesterato e &cido palmitico e obtiveram um resultado
semelhante, sugerindo um maior grau de miscibilidade entre a curcumina e o material de parede
ou o aprisionamento da curcumina no interior do nucleo lipidico sélido. O mesmo foi verificado
por Behbahani et al. (2017) ao encapsular a curcumina em particulas lipidicas sélidas utilizando
acido estearico e tripalmitina, indicando que a curcumina foi completamente solubilizada

dentro da matriz lipidica.

A Figura 17 retne os espetros de FTIR obtidos para o miglyol 812 (Mi), curcumina
(C), cera de abelha (CA), cera de carnauba (CC), misturas fisicas (MF1, MF2 e MF3),
microparticulas sem a curcumina (MPB1, MPB2 e MPB3) e microparticulas com curcumina
(MP1, MP2, MP3).
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Figura 18. Espetros de infravermelho obtidos para o Miglyol 812 (Mi), Curcumina pura (C), Cera de Abelha (CA), Cera de Carnadba (CC), misturas fisicas (MF1, MF2
e MF3), microparticulas brancas (MPB1, MPB2 e MPB3) e para as microparticulas (MP1, MP2, MP3).
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Para a curcumina observaram-se bandas caracteristicas de grupos hidroxilos OH em
aproximadamente 3500 cm™, vibragbes do grupo fendlico em 1640, 1647 e 1650 cm™
relacionados com a vibragdo do grupo carbonilo, bandas na regido 1380-1470 cm™ referente as
vibracOes associadas a ligacdo C=C do anel aromatico e estiramento da ligacdo C-O, bandas
em 1020-1155 cm* associadas ao estiramento C-O do grupamento éter. As bandas localizadas
em 700-900 cm™ estdo relacionadas com vibragGes C-H dos alcenos. Em estudos realizados por
Massimino; Faria; Yoshioka (2017) foram identificadas bandas semelhantes as apresentadas na
Figura 18 (B).

No caso do miglyol 812, as principais caracteristicas a assinalar correspondem a
bandas registradas na regido 2800-3000 cm™ caracteristicas do estiramento simétrico e
assimétrico C-H de alcanos, 1750 cm™ referente ao estiramento do grupo carbonilo (C=0),
1380-1470 cm™ da deformacdo angular do grupo CH; e por fim uma banda de estiramento C-
O do éster em aproximadamente 1100 cm, de acordo com o observado por Butstraen; Salaun,
(2014).

Para o espetro da cera de abelha e da cera de carnauba destacam-se as bandas referentes
ao estiramento C-H dos alcanos e alcanos na gama 2800-3000 cm™, o estiramento C=0
aproximadamente a 1750 cm®, préximo de 1180 cm™ a banda de estiramento do grupo C-O do
éster e uma banda de deformacéo angular assimétrica dos C-H na regido de 710-730 cm™,
caracteristica de cadeias longas de hidrocarbonetos, corroborando a analise frequentemente
indicada, por exemplo nos trabalhos de Milanovic et al., (2010) e Fratini et al., (2016) que
indicam que a cera de carnauba e a cera de abelha sdo compostas maioritariamente por ésteres

de &cidos gordos de cadeia longa.

Ao analisar os espectros da Figura 18 (A) verifica-se que as bandas caracteristicas da
cera de abelha estdo presente em todos os espectros (MPB1, MF1 e MP1), entre estas a banda
referente ao estiramento C-H dos alcanos e alcenos (2800-3000 cm™), estiramento C=0 (1750
cm™), estiramento C-O do grupamento éster (1180 cm™) e uma banda de deformagio angular
assimétrica de C-H (710-730 cm™) caracteristica de cadeias longas de hidrocarbonetos
(FRATINI et al., 2016; MILANOVIC et al., 2010).

Em comparagdo com o espectro de FTIR da MP1, a MP2, presente na Figura 18 (B),
este apresenta as bandas caracteristicas do mygliol 812. A banda de estiramento do grupo
carbonilo (C=0) (1750 cm™) apresenta-se mais intensa quando comparada a MP1(Figura 18
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(A)). Verificam-se também as bandas de deformagdo angular do grupo CH (1380-1470 cm™)
(BUTSTRAEN; SALAUN, 2014) e as bandas menos intensas do estiramento C-H de alcanos
e alcenos (2800-3000 cm™) caracteristicas da cera de abelha (FRATINI et al., 2016;
MILANOQOVIC et al., 2010).

No espectro de FTIR da MP3 observam-se também as bandas carateristicas de ambas
as particulas (MP1 e MP2), exceto a intensidade da banda de estiramento do grupo carbonilo
(C=0) (1750 cm™) que é inferior (BUTSTRAEN; SALAUN, 2014; FRATINI et al., 2016;
MILANOVIC et al., 2010), indicando que com a adicdo de cera de carnaiba, e consequente
diminuicdo da concentracdo de mygliol 812 (M), a intensidade destas bandas no espectro da
formulagcdo MP3 diminuiu.

Da analise dos espectros das misturas fisicas (MF1, MF2 e MF3) sdo evidentes as
bandas caracteristica da curcumina, tal como observado no espectro de curcumina (OH em
aproximadamente 3500 cm™), porém néo foi possivel observar as bandas caracteristicas do
espectro da curcumina nos espectros de FTIR dos microcristais de curcumina (MP1, MP2 e
MP3), sugerindo que a curcumina esteja aprisionada dentro das microparticulas (ALMEIDA et
al., 2018; LEMES et al., 2017; SILVA-BUZANELLO et al., 2016).

4.3. Avaliacdo da estabilidade da cor das microparticulas de curcumina em estufa

4.3.1. Avaliacédo do planeamento experimental

A partir dos pardmetros apresentados na Tabela 10 foram realizados os procedimentos
descritos na sec¢do 3.4. Os coeficientes obtidos e a analise de variancia (ANOVA) do modelo
sdo apresentados nas Tabelas 20 e 21, respetivamente. Na Tabela 22 sdo apresentados os valores
em triplicado de cada ensaio, assim como as suas médias e desvio padrdo. Os valores originais
de a*, b* e L* obtido para as microparticulas produzidas, e utilizados para o célculo de AE,
encontram-se na Tabela 23. Para a constru¢cdo do modelo matematico Box-Behnken foram
utilizados os valores de AE que se encontram na Tabela 22 e calculados a partir da Equagéo 8.
O registo das imagens dos ensaios submetidos aos testes da estufa pode ser consultado no
Anexo A.
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Para melhorar a qualidade da previsdo do modelo houve a necessidade de se retirar a
interacdo Temperatura (°C) (L) — Particula (L). Outros pardmetros, que nao foram significativos
para a construcao do modelo (p > 0,05), foram o Tempo (min) (L) e Tempo (min) (Q), Tempo
(min) (L) — Temperatura (°C) (L) e Tempo (min) (L) — Particula (L), porém com a exclusédo
destes parametros piorou a previsdo (reducéo do valor de R2.;), tendo-se mantido estes fatores
no modelo. A Tabela 21 mostra que o0 modelo n&o apresentou falta de ajuste significativo (p >
0,05). Como se observa na Figura 19, onde o gréafico que relaciona os valores observados versus
valores previstos é apresentado, 0s pontos apresentam-se distribuidos de forma homogénea ao
longo da reta, e os residuos ndo demonstram tendéncias para se agrupar, fazendo com que exista

um comportamento aleatorio dos mesmos.

O modelo de previsdo obtido para a variacdo da cor das microparticulas de curcumina
(AE) (Equacéo 13), sendo Xi o fator tempo, X> fator temperatura e Xz o fator particula, e a

superficie de resposta esta representada na Figura 20.

AE = —108,996 + 0,383.X; + 1,273.X, + 25,762.X5 — 0,002.X;. X, + 0,052.X,.X5 —
0,003.X2 — 0,004.X2 — 6,914.X2 (Equaciio 13)

Ao analisar a superficie de resposta para a variacdo da cor das microparticulas de
curcumina, Figura 20, observamos que para as microparticulas MP1 e MP3, isto é para as que
contem menor quantidade de miglyol, a temperatura de 100°C apresentaram uma menor
variaco de cor. A medida que a temperatura aumenta a variacdo da cor torna-se mais evidente.
A amostra MP2 foi a que originou uma maior mudanca de colora¢do na faixa de temperatura,
aproximada, de 138 a 174°C, sendo que esta € a que possui a maior quantidade de miglyol 812.

Comparativamente a outros estudos, neste trabalho a variacdo da cor (AE) das
microparticulas com a temperatura, embora sofrendo variacdes, mostrou-se mais estavel. Estes
trabalhos incluem, por exemplo, o estudo realizado por Wang et al., (2017) em que a curcumina
foi encapsulada com maltodextrina pela técnica de spray drying, mostrando que a curcumina
encapsulada com maltodextrina apresentou estabilidade térmica na faixa de 50 a 70°C. Este
fato pode estar diretamente relacionado com o material de parede (ou entdo com a matriz
alimentar, ndo considerada neste trabalho), colocando em evidéncia a vantagem de utilizar ceras

quando se pretende estabilidade a temperatura.
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De facto, o material de parede € um fator significativo na estabilidade da cor da
curcumina, dependendo também da matriz alimentar onde vai ser incorporada. Zheng et al.,
(2017) estudaram a degradacdo da curcumina em diferentes sistemas de entrega através da
determinacéo do valor de b* para aplicacdo em alimentos funcionais, os quais foram incubados
a pH &cido e neutro a uma temperatura de 55°C por 14 dias, tendo chegado a conclusdo de que
a estabilidade da curcumina esta diretamente relacionada com a composi¢do da matriz alimentar

utilizada.

Tabela 20. Coeficientes do modelo de regressdo da variagdo da cor (AE) das microparticulas de curcumina.

Fatores Coeficientes p-valor
Interseccdo -108,996 0,006333
Tempo (min) (L) 0,383 0,106052
Tempo (min) (Q) -0,003 0,107074
Temperatura (°C) (L) 1,273 0,006963
Temperatura (°C) (Q) -0,004 0,008929
Particula (L) 25,762 0,009907
Particula (Q) -6,914 0,007258
Tempo (min) (L) — Temperatura (°C) (L) -0,002 0,095314
Tempo (min) (L) — Particula (L) 0,052 0,176589
R? 0,94704
RZagj 0,87642
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Tabela 21. ANOVA para o modelo de resposta da variagdo da cor (AE) das microparticulas.

Soma de Graus de Média de = val

quadrados liberdade quadrados calculado p-vaior
Tempo (min) (L) + (Q) 12,7920 2 6,3960 4,9377 0,168415
Temperatura (°C) (L) + (Q) 305,0485 2 152,5243 117,7483 0,008421
Particula (L) + (Q) 176,5508 2 88,2754 68,1484 0,014462
Tempo (min) (L) + (Q) - Temperatura (°C) (L) + (Q) 11,6796 1 11,6796 9,0167 0,095314
Tempo (min) (L) + (Q) — Particula (L) + (Q) 5,4551 1 5,4551 4,2113 0,176589
Falta de ajuste 24,2870 4 6,0717 4,6874 0,183485

Erro puro 2,5907 2 1,2953 - -

Total 507,4651 14 - - -

Particula

Valores Preditos

> 20
Ml <20
B <16
1<12

O <8
130 140 150 160 170 180 o 4

-5 0 5 10 15 20 25
Valores Observados

Temperatura (°C)
Figura 20. Superficies de resposta obtidas para o modelo da variagdo da cor

Figura 19. Gréfico de valores observados versus preditos para o modelo da (AE) das microparticulas de curcumina.
variagdo da cor (AE) das microparticulas de curcumina.
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Tabela 22. Valores de a*, b*, L*, AE, Chroma e Hue obtidos a partir do procedimento descrito na secgdo 2.5.9 e utilizados para a constru¢do do modelo experimental

Box-Behnken.

Exp, MP a* b* L* AE Chroma Hue
1 MP1 6,60+0,52 53,1241,13 70,10+1,81 1,53 53,60+1,06 82,92+0,52
2 MP3 8,12+0,05 63,49+2,35 70,52+0,14 1,89 64,89+1,10 83,08+0,01
3 MP1 16,74+0,35 53,69+0,08 65,87+1,54 11,92 56,24+0,95 72,68+0,89
4 MP3 4,00£0,41 52,52+1,14 65,51+0,57 14,16 52,67+1,35 85,63+0,56
5 MP1 17,2740,07 62,28+2,32 74,29+0,61 15,33 64,63+2,25 74,49+0,48
6 MP3 -2,08+0,17 66,34+2,26 73,69+0,91 11,90 66,372,25 91,80+0,20
7 MP1 13,71+0,89 58,05+0,90 72,03+0,81 9,65 59,65+0,74 76,70+1,00
8 MP3 -1,20+0,26 62,88+4,13 69,68+0,81 10,89 62,89+4,14 91,09+0,17
9 MP2 10,3040,93 61,21+0,46 62,73+0,42 7,06 62,07+0,38 80,44+0,89
10 MP2 -7,58+0,89 64,30+3,82 69,44+0,20 17,14 64,75+3,85 96,72+0,61
11 MP2 4,63+0,51 57,36+1,01 61,49+0,86 11,53 57,54+1,05 85,39+0,43
12 MP2 -3,55+0,31 58,48+2,15 66,25+1,02 14,78 58,59+2,12 93,48+0,42

13 MP2 -11,93+0,51 66,25+4,96 72,4410,54 21,83 67,32+4,97 100,22+0,33
14 MP2 -9,36+0,11 60,59+1,95 72,90+0,37 19,83 61,30+1,93 98,79+0,28
15 MP2 -9,78+0,55 61,08+4,22 71,47+1,10 19,89 61,85+4,25 99,10+0,18

Valores expressos como média + desvio padréo.

Tabela 23. Medidas de a*, b*, L* para as microparticulas de curcumina originais utilizadas para os calculos de AE para a construgdo do modelo estatistico.

a* b* L*
MP1 5,39+1,18 53,856+1,60 69,52+0,92
MP2 9,54+0,45 64,91+4,43 68,69+0,38
MP3 9,43+1,24 64,00+2,48 71,79+1,48

Valores expressos como média + desvio padrao.
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4.3.2. Anélise de Componentes Principais

A fim de caracterizar e classificar os experimentos analisados no planeamento Box-
Behnken quanto a variacdo da cor da curcumina encapsulada, a analise de componentes
principais (PCA) foi aplicada. A Figura 21 apresenta a distancia de Mahalanobis obtida para os
4 componentes principais da analise de componentes principais. A Figura 22 representa o Scree
plot com as respetivas percentagens de variancia explicada por cada componente principal e os
seus autovalores. A andlise de componentes principais (PCA) dos parametros de cor estudados

no planeamento experimental Box-Behnken pode ser visto na Figura 23.

Distancia de Mahalanobis (4 PCS)

Amostra

Figura 21. Distancia de Mahalanobis obtida para as 4 componentes principais da analise de componentes
principais.
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Figura 22. Scree plot com as respetivas percentagens de variancia explicada por cada componente principal e 0s
seus autovalores.
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Varidncia Total: 60.38%
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Figura 23. Anélise de componentes principais (PCA) dos pardmetros de cor estudados no planeamento
experimental Box-Behnken.

A avaliacdo do grafico Scree plot (Figura 22) indicou que as duas primeiras
componentes foram suficientes para explicar 60.38% da variacao total dos dados (36.49% da
primeira componente e 23,89% da segunda componente). Analisando o grafico Scatter plot
(Figura 21) para a identificacdo de outliers através da distancia de Mahalanobis para as 4
componentes principais, verificou-se que os dados ndo apresentaram observages atipicas, ndo

havendo a necessidade de exclusdo de nenhuma das amostras.

Vale ressaltar que as duas componentes apresentam autovalores superior a 1, valor
recomendado por Reid e Spencer, (2009) como critério para inclusdo da componente principal
na analise. Por fim, todas as amostras estudadas foram representadas em espaco reduzido com
duas componentes principais. A primeira componente principal é altamente e positivamente
correlacionada com os valores de chroma, hue e delta E. A temperatura e 0 tempo estdo

relacionados positivamente com a segunda componente, como mostra a Figura 23.

Os experimentos descritos na Tabela 22 estdo representados em espaco reduzido com
as duas primeiras componentes principais, como € mostrado na Figura 22. Como pode ser
observado, as amostras 1, 2 e 9, que se assemelham dado corresponderem ao tratamento em
estufa a 100°C, correlacionam-se negativamente com as duas componentes principais,
implicando uma menor variagéo total de cor (AE), o0 que pode ser observado na Tabela 22. Para
as amostras 10, 13, 14 e 15, todos referentes a MP2, obtiveram-se 0os maiores valores de Hue,
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diferenciando-se menos o que indica uma tonalidade de cor proxima entre eles. Analisando as
amostras 4 e 12, observamos que a temperatura foi o fator mais significante na mudanca de cor

(ambos os ensaios foram correspondem a uma temperatura de 180°C).

Spada et al., (2012) ao utilizar analise colorimétrica em conjunto com analise de
componentes principais verificou que esta ferramenta foi Util para avaliar a degradacéo e a
retencdo de B-caroteno quando encapsulado numa matriz de amido hidrolisado de Pinh&o
(Araucaria angustifolia seeds). Chranioti; Nikoloudaki; Tzia, (2015) também se basearam em
analise multivariadas e analise colorimétricas para estudar a degradacéo de corantes provindos

de fontes naturais como o acafrdo e extrato de beterraba.

4.4. Estudos de incorporacdo das microparticulas contendo curcumina em matrizes

alimentares

A curcumina e as microparticulas contendo curcumina foram adicionadas em diversas
matrizes alimentares com o objetivo de verificar o poder corante das microparticulas e definir
um grupo de alimentos de interesse para futuras aplica¢fes na industria alimentar. Para isso,
foram selecionadas diversas matrizes alimentares com diferentes caracteres
hidrofilico/lipofilico e foi realizada uma avaliacdo da cor das matrizes alimentares aditivadas

com a curcumina livre e microencapasulada.

Inicialmente foi determinado o teor de humidade (U%) e o pH das matrizes alimentares
selecionadas, conforme apresentado na Tabela 24. O registo de imagens das matrizes
alimentares incorporadas com as microparticulas de curcumina MP1, MP2 e MP3, assim como
o controlo (C) e o controlo positivo (CP) encontra-se na Figura 23. Os parametros a*, b*, L* e
AE relativos a avaliacdo das cores das matrizes alimentares, determinados no dia 0 e no dia 7,
para 0s controlos positivos e negativos e para as microparticulas MP1, MP2 e MP3 encontram-

se na Tabela 25.
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Tabela 24. Teor de humidade (%) e valor de pH das matrizes alimentares utilizadas para a incorporacdo das
microparticulas.

Matriz alimentar Teor de umidade (%) pH
Queijo fundido 58.59+0.02 5
Nata Culinaria 80.85+0.01 6
Manteiga 10.97+0.75 6
Leite Condensado 22.79+0.14 7
Creme Vegetal Liquido 22.3942.72 5
logurte Liq,ui_do Natural (0% 85.53+0 01 5
matéria gorda)
logurte Natural 89.50+0.01 5
logurte Batido Natural (Grego) 80.92+0.11 5
Maionese 21.55+3.23 4

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo
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Figura 24. Registro de imagens das matrizes alimentares incorporadas com a curcumina pura e encapsulada no
dia 0, sendo: (A) Queijo Fundido, (B) Nata culinaria, (C) Manteiga, (D) Leite condensado, (E) Margarina vegetal
liquida, (F) logurte natural 0% matéria gorda, (G) logurte natural, (H) logurte batido natural (Tipo Grego) e (I)
Maionese.
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Tabela 25. Valor dos parametros a*, b* e L* obtidos em triplicado, suas respetivas médias e desvio padrdo avaliados nas matrizes alimentares incorporadas com
curcumina pura (CP), MP1, MP2 e MP3 no dia 0 e dia 7.

Matriz Alimentar - Dlab(l L* a* Dtl)i? L* AE AE¢
C -4,127+0,102 16,170+0,431 87,353+0,387 -5,473+0,138  22,283+0,312  89,163+0,480 - 6,516
cP -3,987+0,029 14,220+0,113 89,327+0,127 -4,243+0,011 13,44+0,375 89,163+506 2,778 0,821
Queijo Fundido (OF) MP1 -12,787+0,150 42,007+0,879 87,377+0,391 -12,577+0,162  48,023+0,178  89,907+0,121 27,249 6,530
MP2 -11,277+0,085 38,030+0,606 87,297+0,114 -13,647+0,136  48,363+0,433  87,967+0,313 23,000 10,622
MP3 -12,920+0,072 49,317+0,290 87,170+0,095 -14,247+0,151  58,897+0,414  88,636+0,235 34,294 9,782
C -2,640+0,026 3,177+0,414 86,087+0,749 -2,697+0,038  10,250+0,358  82,220+0,354 - 8,061
cP -2,867+0,120 4,1967+0,780 84,063+0,654 -4,797+0,049  20,803+0,138  80,913+0,073 2,277 17,012
Nata Culindria (N) MP1 -7,320+0,145 19,627+0,136 86,143+0,864 -8,587+0,146  26,883+0,405  86,973+0,160 17,102 7,413
MP2 -4,453+0,195 7,693+0,790 85,807+1,419 -6,767+0,110  19,157+0,090  85,630+0,236 4,875 11,696
MP3 -8,063+0,263 18,127+1,416 87,570+0,615 -8,287+0,029  29,893+0,202  81,043+0,102 15,972 13,457
C -5,407+0,046 28,933+0,485 83,437+0,248 -5,347+0,075  30,350+1,100  83,947+0,707 - 1,507
cP -8,907+0,195 48,200+0,639 82,810+0,456 -10,843+0,278  56,730+0,426  83,993+0,303 19,592 8,827
Manteiga (M) MP1 -10,390+0,070 46,270+1,070 83,797+0,415 -10,933+0,287  49,503+0,410  84,997+0,403 18,042 3,491
MP2 -10,910+0,089 51,350+0,286 85,147+0,440 -12,120+0,190  56,436+0,986  85,387+0,168 23,145 5,234
MP3 -10,350+0,197 51,793+0,286 84,573+0,405 -12,260+0,230  55,163+0,650  84,717+0,520 23,415 3,876
C -7,097+0,194 11,533+0,426 75,387+0,685 -5,427+0,477  8,003+0,610  74,567+0,411 - 3,990
cP -6,830+0,217 13,590+0,442 74,327+0,106 -6,030+0,085  12,497+0,551  74,223+0,412 2,329 1,359
Leite Condensado (LC) MP1 -14,023+76,443 40,013+1,133 76,4430,630 -15,377+0,408  38,167+1,542  75,233+0,300 29,329 2,589
MP2 -10,733+0,697 24,687+2,032 75,380+0,477 -12,307+0,076  26,463+0,581  74,290+0,509 13,647 2611
MP3 -14,030+0,017 36,777+0,775 74,037+0,603 -14,647+0,225  41,13742,905  74,700+0,582 26,213 4,453
C -3,133+0,035 12,697+0,691 85,427+0,389 -2,901+0,041  8,623+0,660  83,227+0,450 - 4,635
Margarina Vegetal cP -4,293+0,146 21,327+0,235 87,240+0,425 -7,440+0,141  24,417+1,084  86,657+0,575 8,894 4,448
Liquida (ML) MP1 -8,647+0,247 29,497+1,314 86,097+0,763 -9,117+0,070  28,937+1,521  85,897+1,387 17,694 0,758
MP2 -9,060+0,322 31,233+1,374 86,027+0,969 -10,83740,544  38,243+1,764  83,427+0,191 19,470 7,684
MP3 -10,397+0,248 36,360+0,930 87,113+0,497 -11,767+0,057  38,053+0,351  87,153+0,150 24,810 2,178
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Tabela 25. Valor dos parametros a*, b* e L* obtidos em triplicado, suas respetivas médias e desvio padrdo avaliadas nas matrizes alimentares incorporadas com
curcumina pura (CP), MP1, MP2 e MP3 no dia0 e dia 7.

(CONTINUACAO)

Matriz Alimentar " Dlab(i r " Ela l " AEc AE:
C -2,530+0,043 9,900+0,061  80,443+0,165  -2,737+0,005  10,473+0,066 81,707+0,136 - 1,402
CP -2,373+0,049 11,307+0,290 80,340+0,085 -5,047+0,021  22,603+0,023 80,510+0,043 1,419 11,610

logurte Natural 0% MP1 -6,013+0,143 27,523+1,032  79,420+0,053 -8,977+0,035  34,343+0,158 81,347+0,125 17,993 7,681
matéria gordura (S) MP2 -3,547+0,025 13,183+0,145  80,293+0,025 -7,740+0,020  20,713+0,100 86,733+0,170 3,440 10,759
MP3 -6,187+0,444 22,937+1,062 79,427+0,030  -10,017+0,065  37,213+0,161 80,767+0,080 13,578 14,842

C -2,820+0,034 2,880+0,087 85,550+0,052  -2,923+0,108 4,300+0,533 88,957+0,935 - 3,692

CP -2,653+0,055 10,910+0,839 85,693+2,147 -6,690+0,030  17,100+0,439 87,850+0,187 8,033 7,698
logurte Natural (IN) MP1 -8,243+0,196 26,873+1,045 86,780+0,303  -11,517+0,075  31,540+1,453 87,000+0,737 24,629 5,704
MP2 -4,997+0,363 8,857+1,938 85,403+0,524 910740415  23,780+0,654 87,570+0,648 6,362 15,630

MP3 -10,527+0,057 26,737+1,407 85,730+0,524  -12.867+0,134  34,170+2,553 84,340+1,174 25,071 7,916
C -2,910+0,121 6,377+0,716  90,537+0,707  -3,310+0,111 6,713+0,575 91,330+0,306 - 0,950
CP -2,463+0,177 6,927+0,801 87,987+1,153 -6,127+0,058  18,360+0,481 91,553+0,247 2,647 12,524

logurte Batido Natural MP1 -7,797+0,085 20,800+0,053 88,387+0,577  -10,330+0,140  28,377+1,061 91,040+0,830 15,378 8,418
Grego (1G) MP2 -5,740+0,209 11,983+1,255  87,983+1,150 -9,750+0,131  24,040+1,751 91,097+1,088 6,780 13,082
MP3 -8,700+0,075 20,597+0,145 88,890+0,399  -12240+0,200  40,500+11,510 92,397+0,645 15,441 20,517

C -3,127+0,015 11,450+0,282  87,620+0,452  -3,347+0,070  13,503+0,551 89,187+0,288 - 2,592
CP -3,980+0,101 15,657+1,324 87,543+0,602 -9,737+0,299 32,703+1,510 90,327+0,277 4,293 18,206

Maionese (MY) MP1 -9,683+0,116 28,777+0,395 86,963+0,602 -10,947+0,072 32,260+0,835 89,580+0,478 18,537 4,536
MP2 -9,517+0,035 26,037+1,049 86,470+0,666  -12,613+0,122  39,800+0,340 90,260+0,503 15,966 14,607

MP3 -10,90710,046 31,763+0,174 87,033+0,096  -14,400+0,052  39,797+1,416 88,500+0,720 21,760 8,882

Valores expressos como média + desvio padréo.
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A diferenca de cor observada entre o dia 0 e o dia 7 foi analisada pelo valor de AE;,
calculado pela Equacgédo 8. Em geral, a formulagdo MP2 foi a que conduziu a valores de AE:
superiores, exceto no caso da nata culinaria, leite condensado, iogurte natural 0% matéria gorda

e iogurte batido natural (tipo grego).

As microparticulas MP1 conduziram aos valores de AE: inferiores para todas as
matrizes alimentares, mostrando que a cera de abelha é um excelente material encapsulante para
a curcumina. As matrizes alimentares foram analisadas também quanto a separacdo de fases
durante o armazenamento, tendo-se observado separacdo com todas as formulacbes de
microparticulas de curcumina (MP1, MP2 e MP3) na nata culinéria, no iogurte natural 0%
matéria gorda e no iogurte natural. Adicionalmente observou-se também separacdo com as
microparticulas MP2 na margarina vegetal liquida, no leite condensado e no iogurte natural

batido (tipo grego).

O poder corante da curcumina e das microparticulas produzidas, nas matrizes
alimentares foi também avaliado. Os valores de (AEc) em relacdo ao controlo, encontram-se
também na Tabela 25. No geral as microparticulas de curcumina MP1 e MP3 apresentaram um
maior poder corante, comparativamente as microparticulas MP2 e a curcumina livre, exceto no
caso da manteiga e da margarina vegetal liquida. Este fato pode estar relacionado com a
composicao do material de parede das microparticulas; nomeadamente, as microparticulas MP2

possuem um teor de lipido liquido (miglyol 812) superior.

De referir também que a quantidade de agua presente nas matrizes alimentares
influencia diretamente a aplicacdo das microparticulas de curcumina. As matrizes alimentares
que apresentaram um teor de humidade elevado (nata culinaria, iogurte liquido natural (0%
matéria gorda), iogurte natural e o iogurte batido natural (tipo grego)) foram as que conduziram
a observacdo de uma separacdo das microparticulas superior. Tal estéa relacionado com o caréater
hidrofébico da curcumina e da matriz de encapsulacdo, dificultando o uso desta solucédo
(curcumina encapsulada em matrizes lipidicas) em matrizes alimentares com teor de humidade

elevado.

As matrizes alimentares utilizadas apresentaram pHs &cidos, exceto o leite condensado
gue se apresentou neutro. A curcumina pura é pouco estavel em alimentos alcalinos
(ARIYARATHNA; KARUNARATNE, 2016) com isto acredita-se que a varia¢do da cor das

microparticulas de curcumina nas matrizes alimentares ndo foi influenciada pelo pH.
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O teor de lipidos das matrizes alimentares (apresentado na Tabela 11), os valores de
AEc e AE; estdo presentes na Tabela 25. O teor de humidade e o pH representados na Tabela 24,
o tipo de alimento e o tipo de formulacdo corante (microparticulas ou livre) foram submetidos
a uma andlise de componentes principais (PCA) e os resultados encontram-se representados na
Figura 25. Adicionalmente, fez-se uma andlise de correlacdo baseada no coeficiente de

correlagé@o de Pearson estando os resultados representados na Tabela 26.

Variancia Total: 57.69%
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Figura 25. Analise de componentes principais (PCA) dos parametros estudados no teste de incorporacdo das
microparticulas de curcumina em matrizes alimentares.

Tabela 26. Coeficientes de correlacdo de Pearson e p-valor para as correlagdes das variaveis avaliadas.

r Pearson pH U (%) Lip (%) DELTA Ec
Alimento -0.31103 0.455779 -0.36649 -0.252157315
Corante 0 -1.03E.10° -1.29.1018 -0.59917782
DELTA E: -0.27764 0.398146 -0.20747 -0.030307567
p-valor pH U (%) Lip (%) DELTA E.
Alimento 0.039877 0.001876 0.014411 0.098682473
Corante 1 1 1 1.73.10%
DELTA Et 0.06805 0.007437 0.176591 0.845162108

As duas componentes principais explicaram 57.69% dos dados analisados, a primeira
componente (CP 1) estd positivamente relacionada com o tipo de alimento, percentagem de

humidade (U, %) e com o valor de Delta Et; ja a segunda componente esta positivamente
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relacionada com a percentagem de lipidos (Lip %) presente nas matrizes alimentares, com o pH
e com o tipo de formulagdo corante. Adicionalmente, verifica-se que DELTA E: estd
correlacionado com o teor de humidade dos alimentos e com o tipo de matriz alimentar. A
maionese (MY) incorporada com as microesferas MP1 e MP3 e o queijo fundido incorporado
com as microesferas MP1, MP2 e MP3 originaram uma maior variagdo de cor, 0 que nédo
aconteceu com a maionese incorporada com a curcumina pura (MYCP), iogurte liquido natural
(0% matéria gorda) (S), iogurte grego (1G), nata culinaria (N), o iogurte natural (IN), o controlo

(C) e controlo positivo (CP).

Pela anélise do coeficiente de r de Pearson (0.398146), o p-valor (0.007437) presentes
na Tabela 26 e a Figura 24, verifica-se que o teor de humidade (U, %) esta positivamente
correlacionado com a variacdo de cor ao longo do tempo (DELTA E:). Este comportamento
pode ser observado no iogurte natural, nata culinaria e no iogurte liquido natural (0% mateéria
gorda) (S) incorporados com as microparticulas MP2 e MP3 e no iogurte natural (tipo grego)
incorporado com as microparticulas MP1 e MP2. Este fato pode estar associado com o caréater
hidrofobico das microparticulas lipidicas. As matrizes alimentares com menor varia¢ao de cor
ao longo do tempo correspondem a margarina liquida e a manteiga, ao controlo e ao controlo
positivo. Analisando ainda os resultados da Tabela 26 € evidente que a interacdo da variacao de
cor (Delta E) com o tipo de formulacdo corante também € significativa em relacdo ao p-valor
(1.73.10%), indicando que os corantes apresentaram efeitos diferentes na coloragdo, ndo
obstante corresponderem a adi¢do de uma quantidade de curcumina equivalente. Este efeito
pode estar relacionado com o tipo de encapsulante utilizado (diferentes formulacgdes lipidicas).
Adicionalmente, e por avaliacdo dos resultados da Tabela 26 € evidente a existéncia de uma
correlacdo significativa do pH, a humidade e o teor de lipidos, com o tipo de alimento, o que é

expectavel pois sdo caracteristicas individuais dos mesmos.
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O presente trabalho teve como objetivo encapsular a curcumina em microparticulas
lipidicas com diferentes composi¢des encapsulantes (diferentes componentes lipidicos). Tal
visou, numa primeira fase, conferir uma maior resisténcia a temperatura tornando estas
formulacBGes corantes apropriadas para alimentos que necessitem de procedimentos de
cozimento. Numa segunda fase, este estudo foi estendido a avaliacdo da adequacéo do uso das
formulagdes desenvolvidas em diferentes matrizes alimentares (caracter hidrofilico/lipofilico

variavel).

A abordagem selecionada para a microencapsulacdo em particulas lipidicas recorreu a
utilizacdo da técnica de spray congealing, os lipidos sélidos utilizados como material de parede
foram a cera de abelha e a cera de carnatba. Adicionalmente, utilizou-se mygliol 812 (lipido
liquido). Foram realizados dois planeamentos de misturas simplex centroid para selecionar a
composicdo do material encapsulante a ser usado nos estudos, tendo por base as temperaturas

de fuséo e solidificacdo dos materiais.

Ap0s selecdo das composicOes a utilizar para os materiais de parede, a curcumina foi
microencapsulada utilizando a técnica de spray congealing. As microparticulas obtidas foram
caracterizadas quanto ao tamanho tendo-se verificado que as mesmas apresentaram tamanhos
micrométricos. Adicionalmente, as analises de caracterizacdo por DSC mostraram que a
curcumina foi solubilizada na matriz lipidica, enquanto as analises de microscopia oOtica
mostraram que as particulas formadas apresentaram aspeto esférico, tendo revelado a existéncia

de aglomerados.

A andlise de componentes principais foi utilizada para descrever a variacdo da cor das
microparticulas em funcdo do material de parede aplicado, temperatura e tempo de
aquecimento. Esta analise revelou que as formulagfes MP1 (98,5% CA e 1,5% C) e MP3
(41,35% CA, 14,85% CC, 42,3% M e 1,5% C) foram as que revelaram mais resistentes a

temperatura.

Os estudos de adicdo das microparticulas a diferentes matrizes alimentares (foram
utilizadas nove matrizes alimentares com caracter hidrofilico/lipofilico distinto)
compreenderam a avaliacdo da variagdo de cor, ao longo de 7 dias de armazenamento, e a sua
correlacdo com o pH, o teor de humidade e o teor lipidico dos alimentos. Uma andlise de
componentes principais (PCA) indicou que o teor de humidade dos alimentos e a formulagéo

corante utilizada estdo correlacionados com a variagdo da cor da curcumina ao longo do tempo.
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Como trabalho futuro, seria interessante proceder a incorporagdo das microparticulas
de curcumina em alimentos que sofrem processamento térmico, proceder a avaliacdo das
propriedades deste e comparar com as outras formas de curcumina estudadas. Adicionalmente

seria interessante analisar as atividades bioldgicas da curcumina ap0s o processamento térmico.
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7. ANEXOS
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ANEXO A: Registro das imagens das microparticulas de curcumina utilizadas no
planejamento Box-Behnken representado pela Tabela 10.

Obs: Os numeros das imagens representam os experimentos presente na Tabela 10.
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