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RESUMO

MICROENCAPSULACAO DE COMPOSTOS ANTOCIANICOS EZ(TRAiDOS DO
MIRTILO (Vaccinum spp.) POR SPRAY DRYER: CARACTERIZACAO, ESTUDO DA
ESTABILIDADE E CONDICOES GASTROINTESTINAIS SIMULADAS

AUTORA: JESSICA RIGHI DA ROSA
ORIENTADORA: CLAUDIA SEVERO DA ROSA
CO-ORIENTADORA: LUISA HELENA RYCHECKI HECKTHEUER

A crescente busca por parte da populagdo mundial por alimentos saudaveis e que apresentem
caracteristicas funcionais tem alavancado uma série de estudos com esta tematica e levado a
indUstria a se adaptar as exigéncias dos consumidores. Dentro do grupo dos alimentos
funcionais esta o mirtilo, que contém compostos bioativos em quantidades significativas. O
objetivo do presente estudo foi a microencapsulacdo de compostos antocianicos extraidos do
mirtilo pelo método de spray dryer, testar a utilizacdo de maltodextrina DE20 e hi-meize em
diferentes concentragdes como agentes encapsulantes e verificar a estabilidade do composto
antocianicos e frente as condi¢des gastrointestinais simuladas. O extrato de mirtilo foi obtido
em solucdo aquosa contendo 1% de &acido citrico e submetido a andlises de antocianinas
monomeéricas totais, compostos fendlicos totais e atividade antioxidante pelo método ORAC.
Para o processo de microencapsulacao foi utilizado o método de spray dryer com diferentes
temperaturas de entrada 120, 140 e 160°C e como agente encapsulante maltodextrina DE20 e
hi-meize, em diferentes concentracdes totalizando quatro tratamentos, onde P contendo 18%
de maltodextrina DE20 foi considerado solucdo padrédo, T1 contendo 14% de maltodextrina
DE20 e 4% hi-meize, T2 11% de maltodextrina DE20 e 7% de hi-meize, e a formulacdo T3
onde continha 9% de maltodextrina DE20 e 9% hi-meize. As microparticulas foram
analisadas quanto a determinacdo de antocianinas monomeéricas totais, compostos fenolicos
totais e atividade antioxidante pelo método ORAC, eficiéncia de encapsulacdo, tamanho de
particula, teor de umidade e atividade de &gua, dissolucdo, analise de cor, estudo da
estabilidade ao armazenamento e andlise de resisténcia dos compostos antocianicos a
condicdes gastrointestinais simuladas. Para analise do extrato foram encontrados valores de
1,08mg/g de fruto para antocianinas monoméricas totais, 6,88 mg GAE/d de fruto para
compostos fendlicos totais e 46,85um Trolox/g de fruto para atividade antioxidante pelo
método de ORAC. Em geral pode-se observar uma boa eficiéncia de encapsulacdo dos
compostos desejados sendo estes valores de 74,40 a 85,22%, assim como os tamanhos das
particulas obtidas que foram entre 12,80 a 20,70um. A umidade e atividade de &gua
apresentaram valores de 4,87 a 6,39% e 0,16 a 0,27 respectivamente. Os compostos
antocianicos sofreram perdas ao longo dos 20 dias em todos os tratamentos e temperaturas
testadas, entretanto a microcdpsula de formulagdo T3 a 140°C apresentou uma melhor
retencdo e protecdo dos compostos desejados ao longo dos dias de analise, assim como maior
resisténcia a condi¢des gastrointestinais simuladas quando comparadas ao extrato livre,
mostrando-se efetiva na protecdo e entrega melhorada dos compostos de interesse. Baseado
nos tratamentos e temperaturas testados pode-se concluir que as microcapsulas foram efetivas
na protecao e entrega melhorada dos compostos antocianicos.

Palavras-chave: Mirtilo. Compostos antocianicos. Spray Dryer. Estabilidade.



ABSTRACT

MICROENCAPSULATION OF ANTOCIANICAL COMPOUNDS EXTRACTED
FROM MIRTILO (Vaccinum spp.) BY SPRAY DRYER: CHARACTERIZATION,
STUDY OF STABILITY AND SIMULATED GASTROINTESTINAL CONDITIONS

AUTHOR: JESSICA RIGHI DA ROSA
ADVISOR: CLAUDIA SEVERO DA ROSA
CO-GUIDE: LUISA HELENA RYCHECKI HECKTHEUER

The growing world population's quest for healthy foods with functional characteristics has
leveraged a number of studies with this theme and led industry to adapt to the demands of
consumers. Within the functional foods group is blueberry, which contains bioactive
compounds in significant amounts. The objective of the present study was the
microencapsulation of anthocyanic compounds extracted from the blueberry by the spray
dryer method, to test the use of maltodextrin DE20 and to hydrate in different concentrations
as encapsulating agents and to verify the stability of the anthocyanin compound and the
simulated gastrointestinal conditions. The extract of blueberry was obtained in aqueous
solution containing 1% of citric acid and submitted to analyzes of total monomeric
anthocyanins, total phenolic compounds and antioxidant activity by the ORAC method. For
the microencapsulation process the spray dryer method with different inlet temperatures of
120, 140 and 160 ° C and as encapsulating agent maltodextrin DE20 and hi-meize were used
in different concentrations totaling four treatments, where P containing 18% maltodextrin
DE20 Was considered to be the standard solution, T1 containing 14% maltodextrin DE20 and
4% hi-m 2, T2 11% maltodextrin DE 20 and 7% hyme, and the formulation T3 where it
contained 9% maltodextrin DE20 and 9% hi-meize. The microparticles were analyzed for the
determination of total monomeric anthocyanins, total phenolic compounds and antioxidant
activity by ORAC method, encapsulation efficiency, particle size, moisture content and water
activity, dissolution, color analysis, storage stability study and Analysis of resistance of
anthocyanin compounds to simulated gastrointestinal conditions. For analysis of the extract
were found values of 1.08 mg / g of fruit for total monomeric anthocyanins, 6.88 mg GAE / d
of fruit for total phenolic compounds and 46.85 um Trolox / g of fruit for antioxidant activity
by the ORAC method. In general, a good encapsulation efficiency of the desired compounds
can be observed, these values being 74.40 to 85.22%, as well as the obtained particle sizes
ranging from 12.80 to 20.70um. The moisture and water activity presented values from 4.87
to 6.39% and 0.16 to 0.27, respectively. The anthocyanic compounds suffered losses over the
course of 20 days in all treatments and temperatures tested, however the T3 formulation
microcapsule at 140 ° C showed a better retention and protection of the desired compounds
along the days of analysis, as well as greater resistance to conditions Gastrointestinal
compared to the free extract, showing effective protection and improved delivery of the
compounds of interest. Based on the treatments and temperatures tested it can be concluded
that the microcapsules were effective in the protection and improved delivery of anthocyanin
compounds.

Key words: Blueberry. Anthocyanins. Spray Dryer. Stability.
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1 INTRODUCAO

O alto consumo de alimentos industrializados associados ao sedentarismo e sobrepeso
ocasionou um aumento no numero de doencas cronicas relacionadas a alimentagdo
inadequada (XAVIER, 2013). Com o foco em diminuir estas incidéncias a populacdo tem
buscado uma alimentacdo mais saudavel associada a praticidade e que apresentem
caracteristicas funcionais, sendo este um ponto forte a ser abordado por estudos e
principalmente de maior interesse para as industrias de alimentos (REQUE, 2012;
SKROVANKOVA et al. 2015).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 2004 lancou a Estratégia Global sobre
Alimentacdo Saudavel, que estabelece determinadas diretrizes com o objetivo principal de
reduzir fatores de riscos ligados a tais enfermidades baseando-se em uma alimentacéo
saudavel, atividade fisica e satude (OMS, 2004). Dentre as recomendacdes estd 0 aumento na
ingestdo de legumes, frutas e verduras, além de vitaminas e minerais, pois, estes alimentos
possuem compostos bioativos tais como carotenoides, fitoestrdgenos, glicosinolatos,
compostos sulfurados, frutooligossacarideos e flavonoides.

De acordo com a legislacdo brasileira vigente, alimento (ou ingrediente) com
propriedade funcional ou de saude é todo aquele alimento que, além de suas fungdes
nutricionais basicas € capaz de produzir também efeitos benéficos a salde, devendo ser
seguro seu consumo sem a necessidade de supervisdo médica (BRASIL, 1999).

Dentro do grupo dos alimentos funcionais esta o mirtilo que possui grande potencial
produtivo no estado do Rio Grande do Sul (RS), Brasil. Este fruto contém compostos
bioativos em quantidades significativas, em especial antocianinas, sendo mundialmente
conhecido por sua elevada capacidade antioxidante e consequentemente por suas possiveis
acoes fisioldgicas e beneficios a saide humana (REQUE, 2012).

As antocianinas sdo pigmentos vegetais responsaveis por uma grande variedade de
cores observadas mais constantemente em flores e frutos. Quimicamente esses pigmentos séo
compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, sendo amplamente distribuido no
reino vegetal (BOBBIO; BOBBIO, 1992).

As antocianinas sdo solUveis em agua e extremamente instaveis sendo facilmente
degradadas. Diversos fatores influenciam na estabilidade das antocianinas, incluindo pH, luz,
presenca de oxigénio, enzimas, acido ascérbico, didxido de enxofre ou sulfito, ions metalicos
e copigmentos (KECHINSKI, 2011).
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O mercado de alimentos funcionais € bastante promissor, cabendo as industrias
desenvolverem trabalhos juntamente com os cientistas de alimentos, auxiliando na pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos a fim de satisfazer as crescentes exigéncias dos
consumidores (REQUE, 2012). A busca do consumidor por uma alimentacdo saudavel e
conveniente faz com que seja estimulado o desenvolvimento de alimentos enriquecidos com
compostos bioativos, os quais sdo de alto interesse para a industria de alimentos, pois, eleva a
qualidade da alimentacdo humana e ainda pode agregar valor a alimentos ja disponiveis no
mercado (XAVIER, 2013).

O uso do processo de microencapsulacéo tem se tornado uma alternativa viavel para a
incorporagdo de compostos bioativos e aditivos em alimentos, 0s quais sdo encarados como
um desafio quanto a sua estabilidade em alimentos industrializados (CHAMPAGNE;
FUSTIER, 2007; FAVARO TRINDADE et al. 2008). Seguindo este principio, torna-se
importante a realizagdo de estudos com o intuito de aumentar a vida de prateleira destes
compostos assim como a sua entrega melhorada frente as condigdes gastrointestinais
simuladas, desta forma, o uso do processo de microencapsulacdo torna-se uma alternativa
viavel frente a protecdo destes compostos assim como o aumento da vida de prateleira dos

mesmaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

e Microencapsular compostos antocianicos extraidos do mirtilo (Vaccinium spp)

pelo método de spray dryer.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Caracterizacao fisico-quimica do mirtilo (Vaccinium spp);

e Obter extrato de mirtilo e determinacdo de antocianinas monomeéricas totais,
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante;

e Microencapsular extrato do mirtilo utilizando Maltodextrina DE20 e Hi-meize
como materiais de parede em diferentes concentracGes pelo método de spray
dryer;

e Realizar o teste de temperatura de secagem de 120, 140 e 160°C,;

e Caracterizacdo das microparticulas quanto a eficiéncia de encapsulacgéo,
tamanho de particula, teor de umidade e atividade de &gua, dissolucdo e analise
de cor;

e Analisar as microcapsulas quanto o teor de antocianinas monomeéricas totais,
compostos fendlicos totais e atividade antioxidante;

e Auvaliar a estabilidade dos compostos microencapsulados e sua degradacéo ao
longo dos 20 dias a 25°C.

e Analisar a resisténcia dos compostos antocianicos a condic¢des gastrointestinais

simuladas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ALIMENTOS FUNCIONAIS

Segundo a legislacao brasileira vigente, alimento funcional é todo aquele alimento ou
ingrediente que, além das fungdes nutricionais basicas, quando consumido como parte da
dieta usual, produz efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos e/ou efeitos beneficos a salde.
Devendo ser seguro para 0 consumo sem a necessidade de supervisdo médica (ANVISA,
1999a).

O conceito de alimentos funcionais foi proposto incialmente no Japdo na década de
80, em funcdo da crescente populacdo de idosos e da preocupacdo tanto por parte da
populacdo quanto dos Orgdos governamentais com a preservacdo de doengas cronico-
degenerativas (PACHECO e SGARBIERI, 2001; ANJO, 2004). O conceito de alimento
funcional varia de acordo com a legislacdo vigente de cada pais e seus habitos alimentares,
em funcéo disso ndo existe um termo universal para alimentos funcionais.

Os alimentos funcionais sdo caracterizados por oferecerem beneficios a saude,
contendo alto valor nutritivo, podendo desempenhar um papel benéfico na reducéao de risco de
doencas degenerativas. Segundo Lajolo (2005), as substancias presentes nos alimentos
responsaveis pelas acdes bioldgicas sdo chamadas de fitoquimicos ou compostos bioativos.

No Brasil ndo sdo permitidas as alegagdes de cura e prevencao de doencas nos rétulos
dos alimentos, mas sim, aquelas relacionadas ao efeito sobre o organismo e a manutencédo
geral da saude. Permite ainda a alegacdo sobre a reducdo de riscos a determinadas doencas
(ANVISA, 1999a e 1999b).

O mercado de alimentos funcionais é bastante promissor, cabendo as industrias
desenvolverem trabalhos juntamente com os cientistas de alimentos, auxiliando na pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos a fim de satisfazer as crescentes exigéncias dos
consumidores (REQUE, 2012). A busca do consumidor por uma alimentacdo saudavel e
conveniente faz com que seja estimulado o desenvolvimento de alimentos enriquecidos com
compostos bioativos, 0s quais sdo de alto interesse para a industria de alimentos, pois, eleva a
qualidade da alimentagdo humana e ainda pode agregar valor a alimentos ja disponiveis no
mercado (XAVIER, 2013).
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3.2 MIRTILO

O mirtilo (Vaccinium spp.) € um espécie frutifera originaria de algumas regides da
Europa e América do Norte (ANTUNES e RASEIRA, 2006; FACHINELLO, 2008). No
Brasil sua cultura ainda é pouco difundida, entretanto pesquisas tem se intensificado com o
intuito de caracterizar e verificar sua adaptacdo as condicGes climaticas do Brasil
(PERTUZZATI, 2009).

As primeiras cultivares trazidas sdo datadas da década de 80, pela EMBRAPA- Clima
Temperado (Pelotas, RS) e as primeiras analises tiveram inicio em 1983 (ANTUNES e
RASEIRA, 2006; FACHINELLO, 2008; PERTUZATTI, 2009). A primeira iniciativa
comercial no Pais comegcou em 1990 em Vacaria no Rio Grande do Sul, através da introducao
da variedade “Highbush” (RASEIRA ¢ ANTUNES, 2004; ANTUNES e RASEIRA, 2006;
FACHINELLO, 2008).

A regido Sul do Brasil possui zonas que apresentam clima tropical e outras que
apresentam clima temperado, nesta regido em especial, ocorrem grandes variacdes climaticas,
principalmente variagcOes bruscas de temperatura durante o inverno. Estes parametros séo
considerados de extrema importancia para a producdo de mirtilo (RASEIRA e ANTUNES,
2004). Minas Gerais e S&o Paulo também sdo regibes de cultivo, embora, em menor
quantidade devido ao seu menor acumulo de frio.

O mirtilo é membro da familia Ericaceae, sub familia Vaccinoideae e género
Vaccinium, podendo ser classificado em dois grupos principais cultivados no Brasil Rabbiteye
e Highbush. O grupo Rabbiteye se adapta de forma mais facil por ser menos exigente ao frio,
necessitando de 300 horas de frio. Ja o grupo Highbush é mais exigente necessitando de 650 a
800 horas de frio (RASEIRA e ANTUNES, 2004; FACHINELLO, 2008). Conforme o mapa
de horas de frio apresentado na Figura 1 a regido sul do Parana até o norte do Rio Grande do
Sul apresentam um numero elevado de horas de frio sendo regides propicias para o cultivo de
espécies mais exigentes ao frio.

No Brasil as cultivares do grupo Rabbiteye sdo melhores adaptadas as condicGes
climaticas, sendo elas consideradas mais rusticas, porém os frutos sdo considerados de
qualidade inferior quando comparados com os cultivares do grupo Highbush, sendo esta a
principal variedade cultivada nos Estados Unidos (V1ZZOTO e PEREIRA 2009).
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Figura 1- Horas de frio estimadas, de maio a setembro (abaixo de 7,2°C) na regido Sul do

Brasil.
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Fonte: Embrapa Clima Temperado, A cultura do Mirtilo (RASEIRA e ANTUNES, 2004).

De sabor ligeiramente doce-acido, os mirtilos apresentam coloracdo avermelhada a
azulada (Figura 2) quando maduros e sdo cobertos por uma cera denominada pruina
(CANTUARIAS-AVILES et al., 2014). A planta do mirtilo se caracteriza por ser de porte
arbustivo com habito caducifélio e possui ciclo vegetativo de até 160 dias (RASEIRA e
ANTUNES, 2004).

Estudos apontam que o mirtilo possui propriedades benéficas a salde associados a
presenca de compostos bioativos, principalmente antocianicos, 0s quais sao responsaveis pelo
pigmento azul-pdrpura do fruto (REQUE, 2012; ANTUNES et al., 2013; GOLDMEYER et
al., 2014). Tais compostos apresentam alto valor antioxidante, pois, possuem propriedades de
combater aos radicais livres que provocam lesGes celulares desencadeando uma série de
doencas cronico-degenerativas (FACHINELLO, 2009; SARAL et al., 2015).
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Figura 2- Fruto de mirtilo.

Fonte: Google Imagens.

O consumo de mirtilo pode apresentar uma série de beneficios a saude, consumido
tanto “in natura” quanto apds o processamento por desidratacdo, congelamento ou
enlatamento (GOLDMEYER et al., 2014). As principais doengas com as quais encontra-se
relacionado a prevencado e tratamento sdo as seguintes: cardiovasculares, cancer, anti-
inflamatdrio, circulacdo, visdo, deficiéncia cognitiva, cataratas, disfuncdo imunologica,
edemas, artrites, hemorroidas, artroses e aterosclerose (FACHINELLO, 2008; PERTUZATTI,
2009; VIZZOTO et al., 2013; BARBA et al., 2013; CONCENCO et al., 2014,
CANTUARIAS-AVILES et al., 2014, ROUTRAY e ORSAT, 2014; SARAL et al., 2015).

Além das antocianinas, o mirtilo também ¢é uma fonte de acido clorogénico,
quercitina, catequina, resveratrol, vitamina C, entre outros, que contribuem com a atividade
antioxidante (GIOVANELLI e BURATTI 2008). Segundo Pertuzatti (2009) a composicao de
antocianinas e polifendis das variedades de mirtilo muito se assemelham.

Vizzoto et al.(2013) afirmam que varios sdo os fatores que podem afetar o conteddo
de compostos fendlicos em mirtilos tais como, a maturidade dos frutos, diferencas genéticas
entre cultivares, condicdes ambientais e processamento (VIZZOTO e PEREIRA 2009;
SOUZA et al., 2014; SKROVANKOVA et al., 2015).

Quando comparados os dois grupos principais, Highbush e Rabbiteye pode-se
observar que as variedades pertencentes ao grupo Rabbiteye possuem uma concentracdo mais
elevada de compostos fendlicos totais assim como sua capacidade antioxidante (ANTUNES et
al., 2013). O conteudo de compostos antocianicos em mirtilos aumenta conforme o estagio de
maturacgdo dos frutos, fato que ocorre na maioria das espécies dentro do grupo das pequenas
frutas (ANTUNES et al., 2013).
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Na Tabela 1 est4 apresentada a composicao centesimal do mirtilo, descrita por Souza
et al. (2007) em 100g de fruto, a qual pode apresentar variagcdes de acordo com a cultivar,
praticas culturais, fertilidade do solo, época do ano, grau de maturacdo do fruto, entre outros

fatores.

Tabela 1- Composicdo centesimal do mirtilo em 100g de fruto.

Nutrientes e composic¢ao centesimal em 100g de fruto

Umidade 83-87g
Valor energético 51-62 kcal
Proteinas 0,4-0,7g
Lipidios 0,59
Glicose 5,7¢
Frutose 5-79
Sacarose Nd
Fibra 1-1,59
Cinzas 0,19-0,25¢g
Vitaminas e outros componentes
Vitamina C 22-62mg
Taninos 270-550mg
Pectinas 300-600mg
Antocianinas 300-725 mg

Fonte: Adaptado de Souza et al.( 2007).

A pequena vida de prateleira do mirtilo é o grande problema encontrado pelos
produtores e comercializadores, chegando a durar até seis semanas gquando mantido em
atmosfera controlada devido ao seu elevado teor de umidade. Mais de 50% dos mirtilos
maduros sdo processados em diferentes produtos como sucos, geléias, sorvetes, purés, tortas,
cereais entre outros beneficiamentos uma alternativa viavel para a preservacdo desde fruto
(ROCHA 2009; SKROCANKOVA et al., 2015).

A producdo comercial de mirtilos ocorre principalmente na América do Norte (EUA e
Canadd), na Europa (Pol6nia, Alemanha) e também em paises do Hemisfério Sul (Chile,
Argentina, Uruguai, Australia) (CANTUARIAS-AVILES et al., 2014). Em 2011 a area
mundial colhida aumentou 60% de 48,903 para 81,091 hectares.

Os EUA e Canada sdo os principais produtores de mirtilos, correspondendo a 86,7%
da producdo mundial em 2011, seguidos pela Europa (10,4%) e América do Sul (2%) (FAO,
2013).

Quando comparado as demais pequenas frutas vermelhas, como framboesa e amora-
preta, 0 mirtilo apresenta os maiores teores de compostos fenolicos, antocianinas e atividade

antioxidante. Por ser um fruto rico em componentes que apresentam caracteristicas funcionais
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e de manutencdo a salde o estudo da preservagdo e entrega melhorada destes compostos se

tornam fundamentais.

3.3 COMPOSTOS BIOATIVOS

3.3.1 Compostos fendlicos

Existem cerca de oito mil fenois identificados distribuidos na natureza. Esses
compostos encontram-se largamente distribuidos em plantas, flores, frutos e fazem parte de
um grupo de fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina, dentre eles destacam-se 0s
flavonoides, acidos fenodlicos, fendis simples, antocianinas, cumarinas, taninos, ligninas e
tocoferdis (SHAHIDI e NACZK, 1995; SOUZA et al., 2014; BARBOSA, 2015;
SKROVANKOVA et al., 2015).

Sao originados do metabolismo secundario das plantas, sendo estes essenciais para seu
crescimento e reproducdo (ANGELO e JORGE, 2007). Os compostos fenolicos em plantas
também atuam como agentes antipatogénicos e contribuem na pigmentacdo dos mesmos
(SHAHIDI e NACZK, 1995).

Também sdo substancias antioxidantes que possuem o papel de inibir a oxidagdo
lipidica e as espécies reativas de oxigénio, além de proteger a oxidacdo da lipoproteina de
baixa densidade (BARBOSA, 2015). Em alimentos sdo responsaveis pela cor, adstringéncia,
aroma e estabilidade oxidativa (NACZK e SHAHIDI, 2004; LEE et al., 2005, ANGELO e
JORGE, 2007).

Evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante deve-se
principalmente a estrutura fendlica (MELO e GUERRA, 2002; ROCHA, 2009). Os
compostos fendlicos estdo incluidos na categoria de sequestradores de radicais livres, tambem
podendo exercer a agdo antioxidante através do sequestro de ions metalicos, atuando como
guelantes (URSINI et al., 1999; SKROVANKOVA et al., 2015).

Quando responsaveis pela coloragdo principalmente em frutas e hortalicas podem ser
considerados pigmentos, como as antocianinas, normalmente sdo derivadas de defesa do
metabolismo contra agressdes do ambiente. Possuem propriedade antioxidante pela sua

habilidade de doar hidrogénio e elétrons, como também em virtude dos seus radicais
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intermediarios que impedem a oxidacdo de varios ingredientes do alimento, em especial
lipidios (NACZK e SHAHIDI, 2004; KAN et al., 2014; BARBOSA, 2015).

Quimicamente sdo definidos como substancias que possuem um anel aromatico com
um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais (Figura 3) (LEE et al.,
2005).

Figura 3- Estrutura benzénica (fenolica) C6 com grupamento hidroxila (OH).

OH

Fonte: Barbosa (2015).

3.3.2 Antocianinas

As antocianinas sdo pigmentos vegetais responsaveis por uma grande variedade de
cores observadas mais constantemente em flores e frutos. Quimicamente esses pigmentos séo
compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, sendo amplamente distribuido no
reino vegetal (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Dentre as antocianidinas encontradas na natureza, apenas seis estdo presentes nos
alimentos: cianidina, delfinidina, perlagonidina, peonidina, petunidina e malvidina, que
diferem entre si quanto ao numero de hidroxilas e ao grdo de metilacdo no anel B (Figura 4)
(LIMA e GUERRA, 2003).

As antocianinas sdo sollGveis em agua e extremamente instaveis sendo facilmente
degradadas. Diversos fatores influenciam na estabilidade das antocianinas, incluindo pH, luz,
presenca de oxigénio, enzimas, acido ascorbico, dioxido de enxofre ou sulfito, ions metélicos
copigmentos (KECHINSKI, 2011).

Normalmente as antocianinas sao estaveis em pH entre 1,5 e 3. Em pH 1, a estrutura
predominante corresponde ao cation flavium, conferindo as cores vermelho e roxo. Em
valores de pH entre 2 e 4, predominam as bases quinoidais de cor azul (grupo em que se
encontra o mirtilo) e ,em 5 e 6 , a pseudo carbinol e a chalcona, espécies de coloracdo menos
intensa. Em pH acima de 7, em geral, sdo degradadas (BOBBIO e BOBBIO, 1992).
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Figura 4- Estrutura de algumas antocianidinas comuns em vegetais.
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Fonte: Lima e Guerra (2003).

A luz afeta as antocianinas de duas formas diferentes, sendo esta essencial a sua
biossintese, mas, também acelera sua degradagdo (ZARDO, 2014).

O mecanismo de degradacdo térmica de antocianinas ainda ndo foi completamente
elucidado. Muitos estudos demonstram uma relacdo logaritmica entre a destruicdo das
antocianinas e 0 aumento aritimético da temperatura. Porém, processos que utilizam altas
temperatura em menor tempo tém sido recomendados como 0 processo de pasteurizacdo
HTST- “High Temperature Short Time” (KECHINSKI, 2011).

As antocianinas podem ser degradadas também por enzimas enddgenas presentes nos
tecidos das plantas como a polifenoloxidade, glicosidadeses e peroxidases (ZARDO, 2014).
Segundo LOPEZ et al. (1994) as enzimas polifenol oxidades (PPO) s&o as principais
responsaveis pela degradacdo de antocianinas em frutas frescas e em sucos, resultando na
geracdo de uma coloragdo marrom.

O método utilizado para a inibi¢do enzimética é o tratamento térmico, porém quando
muito intenso pode provocar alteragdes indesejadas. O branqueamento é a técnica mais
utilizada, por poder fazer a inativacdo enzimatica em um curto periodo com altas temperaturas
(45-60 segundos a 90-100 °C), ndo resultando em perdas significativas de antocianinas
(ZARDO, 2014).

3.4 MICROENCAPSULACAO

O uso do processo de microencapsulacéo tem se tornado uma alternativa viavel para a

incorporacdo de compostos bioativos e aditivos em alimentos, 0s quais sdo encarados como
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um desafio quanto a sua estabilidade em alimentos industrializados (CHAMPAGNE e
FUSTIER, 2007; FAVARO-TRINDADE et al., 2008). Seguindo este principio inddstrias
alimenticias vem utilizando o processo de microencapsulacdo para o desenvolvimento de
novos produtos conferindo um aumento do valor nutricional ao alimento (SOBRINHO e
FARIAS, 2012).

A microencapsulagcdo na industria de alimentos tem como finalidade proteger os
ingredientes encapsulados contra a oxidacdo quimica, de fatores ambientais como
temperatura, luz, oxigénio. Também pode ser utilizado para a prote¢cdo de compostos que
sejam desejaveis nos alimentos como vitaminas, polipeptidios e compostos bioativos nos
quais se enquadram vitaminas, minerais, probidticos, fitoesterdis, luteina, acidos graxos,
licopeno e antioxidantes, durante todo processamento, estocagem e transporte
(CHAMPAGNE e FUSTIER, 2007; DE VOS et al., 2010; FANG e BHANDARI, 2010;
SOBRINHO e FARIAS, 2012; MENEZES et al., 2013; DALLAGNOL, 2013).

A microencapsulagdo foi desenvolvida hd aproximadamente 60 anos (FANG e
BHANDARI, 2010) e pode ser definida como a tecnologia utilizada para recobrir pequenas
particulas de material sélido, liquido ou gasoso, onde as mesmas sdo aprisionadas em filmes
finos, formando pequenas capsulas de um agente de microencapsulacdo de grau alimentar, as
quais podem liberar o seu conteudo de forma controlada ou sob condices especificas
(GHARSALLAOUI et al., 2007; MENEZES et al., 2012; NAZZARO et al., 2012).

Segundo Gharsallaoui et al. (2007) os diferentes tipos de microesferas e microcapsulas
sdo produzidas através de uma vasta gama de materiais de parede entre eles agucares, gomas,
proteinas, polissacarideos naturais e modificados, lipidios e polimeros sintéticos (FANG e
BHANDARI, 2010). A microencapsulacdo conta com um grande numero de processos
(Tabela 2) (FANG e BHANDARI, 2010; SOBRINHO; FARIAS, 2012; NAZZARO et al.,
2012). A principal diferenca entre as metodologias esta diretamente relacionada ao
envolvimento ou aprisionamento entre o0 agente encapsulante e o material a ser encapsulado,
podendo estes serem classificados em trés grupos: metodos quimicos, fisicos ou fisico-
qguimicos (TIWARI et al., 2010)

Nesta perspectiva a escolha do método a ser utilizado deve levar em consideracéo as
propriedades fisico-quimicas do material a ser encapsulado e do agente encapsulante. Assim
como a sua aplicacéo, as propriedades fisicas da microcapsulas e a liberagcdo do material a ser
encapsulado (BANSODE et al., 2010).



Tabela 2- Métodos utilizados na elaboracdo de microparticulas
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Métodos de
Microencapsulacéo

Natureza do material do Tamanho aproximado da

nucleo

particula (um)

Métodos fisicos

Extrusdo estacionaria

Liquido/sdlido/gas 1.000 - 6.000
Extrusdo centrifuga Liquido/solido/gés 125 - 3.000
Spray drying Liquido/solido 5150
Spray chilling e spray
cooling Liquido/solido 20— 200
Leito fluidizado Sélido >100
Co-cristalizacéao Sélido/liquido -
Liofilizagdo Liquido -
Meétodos quimicos
Polimerizacdo interfacial Liquido/solido 1-500
Inclusdo molecular Liquido 5_50
Polimerizagdo in situ Liquido/sdlido 1-500
Meétodos fisico-quimicos
Coacervacao Liquido/solido 1-500
Lipossomas Liquido/solido 0,02-3
Lipoesferas Liquido/sdlido 0,02-10
Evaporac&o do solvente Liquido/sdlido 1-5.000

Fonte: Desai e Park (2005); Madene et al. (2006).

Os materiais a serem encapsulados podem ser puros ou com misturas e podem ser
chamados de nucleo, fase interna, material revestido, preenchimento da fase interna ou carga
uatil. Os materiais de embalagem sdo chamados de material de revestimento, escudo, material
de parede ou membrana, transportador, concha ou capsula (GHARSALLAOUI et al., 2007;
FANG e BHANDARI, 2010).

Muitas técnicas de microencapsulacdo foram desenvolvidas ao passar dos anos, no

entanto para microencapsulagdo de ingredientes alimentares a técnica de spray drying é a
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mais comumente utilizada devido ao seu baixo custo e equipamentos prontamente disponiveis
(GHARSALLAOQUI et al., 2007; NAZZARO et al., 2012; SIMEONE et al., 2014). A
microencapsulacdo por spray drying € um dos processos mais antigos de encapsulamento,
sendo este utilizado desde 1930 para preparacdo dos primeiros aromas encapsulados usando
goma arabica como material de parede (GHARSALLAOUI et al., 2007).

O método de spray drying (Figura 5) é considerado uma opera¢do unitaria no qual um
produto liquido é atomizado através de uma corrente de gas (ar ou 0zonio) quente para
obtencdo de um po instantaneamente. O liquido inicial do pulverizador pode ser uma emulsao
ou suspencdo. A secagem por pulverizacdo pode produzir um p6 muito fino (10 a 50 um) ou
grandes particulas (2 a 3 mm), este fator vai depender das condi¢fes de alimentacdo do
material de partida e de funcionamento do equipamento em questdo (GHARSALLAOQUI et
al., 2007; SIMEONE et al., 2014).

Existem etapas basicas a serem seguidas para o processo de microencapsulacdo por
spray dryng, primeiramente é necessario que seja realizado a preparacdo da dispersdo ou
emulsdo a ser processada, em um segundo momento faz-se a homogeneizacdo da dispersdo e
como procedimento final tem-se a atomizacdo da massa dentro da camara de secagem
(CALEFFI, 2014).

Figura 5- Esquema da microencapsulcao por spray dryng.
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Fonte: Estevinho et al. (2013).
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As variaveis apresentadas por este processo envolvem a temperatura de entrada e saida
de ar do sistema, o fluxo de ar fluido de arraste, a distribuicdo da temperatura e umidade,
tempo de permanéncia e temperatura da camara. Estes parametros serdo determinantes para a
eficiéncia do processo, aliado as caracteristicas do agente encapsulante (RE, 1998; KISSEL et
al., 2006).

3.4.1 Agentes encapsulantes

Agentes encapsulantes sdo substancias que formam uma pelicula em torno do
composto desejado, proporcionando uma entrega melhorada de ingredientes funcionais
(SOBRINHO e FARIAS, 2012). Para atuar como emulsificante, um composto deve conter
grupamentos hidrofilicos e hidrofobicos. Quanto melhor for a capacidade emulsificante do
composto melhor sera a retencdo de compostos (ROCHA, 2009).

Para iniciar o processo de encapsulacdo o primeiro passo é a escolha do agente
encapsulante adequado. Esta escolha depende de uma série de fatores como: apresentar
propriedades emulsificantes, ndo apresentar reatividade com o material a ser encapsulado, ser
capaz de formar filmes, ser biodegradavel, apresentar resisténcia ao trato gastrointestinal,
baixa viscosidade e ser de baixo custo, associado a escolha do processo de microencapsulacdo
e 0 mecanismo de liberacdo ideal (PEGG e SHAHIDDI, 2007; SOBRINHO e FARIAS, 2012;
SIMEONE et al., 2014).

Segundo Shahidi e Han (1993) os materiais encapsulantes mais utilizados
compreendem:

e Carboidratos: amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose;

e Celulose: carboximentil celulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose;

e (Gomas: goma arabica, guar, alginato de sddio, carragena;

e Lipidios: cera, parafina, triestearina, acido, mono e diglicerideos e gorduras
hidrogenadas;

e Proteinas: glaten, caseina, isolado proteico de soro de leite, gelatina e
albumina, algumas fontes alternativas como quitosana.

A maltodextrina é caracterizada por sua dextrose equivalente (DE) e por seu grau de
polimerizacdo (DP). Assim as propriedades das maltodextrinas estdo associadas ao DE e ao
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DP, que variam de acordo com o grau de hidrdlise durante o processamento do amido
(BICUDO, 2014).

A maltodextrina é definida como todo o amido hidrolisado com valores de dextrose
equivalente entre 3 e 20. O valor de DE reflete na sua estabilidade e funcionalidade
(CALEFFI, 2014). Apresenta-se como um po branco ou solucdo concentrada, formada pela
hidrélise parcial do amido de milho com &cidos e/ou enzimas. N&do possui propriedades
emulsificantes (hidrofilica e lipolitica), por este motivo deve ser utilizada com amidos
modificados para a estabilizacdo de emulsbes (CALEFFI, 2014; BICUDO, 2014).

Ersus e Yordagel (2007) estudaram a microencapsulagéo de antocianinas por spray
drying de antocianinas extraidas de cenoura preta, utilizando maltodextrinas com diferentes
DEs (10, 20, 30), os autores observaram que as microcapsulas formadas com o maior valor de
DE apresentaram melhor retencdo de antocianinas. Zardo et al. (2014) ao microencapsularem
extrato de mirtilo, obtiveram 82,05% de retencdo de antocianinas utilizando maltodextrina
como material de parede e uma temperatura de entrada no spray drying 140 °C.

Silva et al. (2013) ao encapsularem o extrato de jabuticaba com maltodextrina nas
temperaturas de 140 °C, 160 °C e 180 °C obtiveram retencdo de 83,21% a 99% das
antocianinas, concluindo que a utilizacdo de maltodextrina como agente encapsulante é
efetiva na protecdo de compostos antocianicos.

Amidos modificados sdo considerados de baixo custo e apresentam excelente
propriedade emulsificante. A utilizacdo de amidos modificados para encapsulacdo tem sido
relacionada em sua maioria para a encapsulacdo de aromas (PARAMERA et al., 2011), ndo
sendo encontrados muitos estudos quanto a sua utilizagdo como material de parede para
compostos bioativos com aplicacdo em alimentos.

Hi-meize é um amido resistente derivado do milho com alto teor de amilose, composto
aproximadamente por 56% de amido resistente e 40% de amido digestivel. Amido resistente é
definido como a quantidade total de amido e seus produtos de degradacdo resistentes a
degradacdo no intestino delgado de pessoas saudaveis (FIGUEROA-GONZALEZ et al.,
2011).

Segundo o material publicado pela Federagdo das Inddstrias do Estado de Séo Paulo
(FIESP) em parceria com o Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL), Brasil Food Trends
2020, os amidos modificados s@o importantes agentes de textura e de resisténcia a variacdo de
temperatura (FIESP e ITAL, 2010). Porte et al. (2011) afirmam que o amido modificado
possui propriedade de redugéo da tensdo superficial de uma solugdo podendo ser utilizado

como emulsificante.
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Paramera et al. (2011) afirmam que o uso de amidos modificados como material de
parede pode aumentar a solubilidade em agua de compostos fracamente sollveis e também
podem melhorar a estabilidade de aromas frente ao oxigénio, calor e luz.

Sobrinho e Farias (2012) relatam que dificilmente um agente encapsulante ira
apresentar isoladamente todas as propriedades para a formacdo de uma cépsula resistente e
adequada para o que se deseja, por este motivo € comum o emprego de misturas de materiais

encapsulantes.



34

4 MATERIAS E METODOS

As analises fisico-quimicas foram realizadas nos laboratérios do Departamento de
Tecnologia em Alimentos localizado, no Centro de Ciéncias Rurais, todas em triplicata, as
analises referentes ao processo de microencapsulacdo foram realizadas no Nucleo de

Tecnologia de Alimentos (NTA) da Universidade Federal de Santa Maria.

4.1 MIRTILO

Os mirtilos da variedade Bluecrop da espécie Highbush foram adquiridos em um
unico lote, congelados e embalados em saco de polietileno de 5 kg da empresa Italbraz Ltda,
situada na cidade de Vacaria no Estado do Rio Grande do Sul. Apds seu recebimento, a
embalagem foi fracionada em cinco outras embalagens contendo 1 kg cada, armazenados e
mantidos em freezer convencional -12°C até o momento das andlises. Também foram
submetidos ao processo de branqueamento para a inativacdo da enzima polifenoloxidase

(PPO) que degradam as antocianinas conforme metodologia descrita por Celestino (2010).

4.1.1 Composigao centesimal da polpa de mirtilo

Para a realizacdo da composicdo centesimal do fruto foi necessario realizar
inicialmente a pré-secagem, onde os mesmos foram partidos ao meio. A pré-secagem em
estufa com circulacdo de ar a 55 = 5°C por 72horas até a amostra atingir peso constante
(PRATES, 2007). Posterior ao processo de pré-secagem as amostras foram trituradas em
liquidificador convencional e armazenada sob temperatura ambiente para posterior analise.

Foi realizado o teor de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios e fibra total. O teor de
carboidratos totais foi determinado por diferenca. Todas as andlises foram seguiram as

metodologias propostas pela AOAC (2000).
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4.1.2 Acidez total titulavel

Para a determinacdo da acidez total titulavel foi utilizado o método de determinag&o da
acidez total para bebidas ndo alcodlicas conforme metodologia proposta pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008), o procedimento consiste na utilizacdo de 1g de amostra e adicionado 10 mL de
agua destilada. Para a determinacdo da acidez foi utilizado pHmetro de bancada (Digimed
DM-22), para a titulacdo foi utilizada solucdo de hidréxido de sodio 0,1M. A determinacédo da
acidez total titulavel ocorreu até a amostra atingir pH 8,2-8,4. As analises foram realizadas em
triplicata. A Equacdo (1) a seguir foi utilizada para a determinacdo da acidez total titulavel da

amostra:

VxFxMx100
A

(D

Onde:

V= volume gasto de hidréxido de sédio 0,1M;

F= Fator de correcdo do hidréxido de sédio 0,1M;
M= Molaridade da solucéo;

A= Volume da amostra em mL de amostra ou em gramas.

4.1.3 pH

Para a determinacdo do pH da amostra foram pesados 10g da amostra em um béquer e
diluido com o auxilio de 100 mL de &gua. O contetdo foi agitado até formacao de um liquido
homogéneo. A leitura foi realizada em pHmetro de bancada (Digimed DM-22) onde
inicialmente foi calibrado com solucdo tampédo 4 e 7 respectivamente. As analises foram

realizadas em triplicata.

4.1.4 Atividade de agua

Para a determinacdo da atividade de &gua (Aa) foi realizada em aparelho da marca
Aqualab modelo 4TEV (Decagon Devices, Pullman, WA, EUA), para isso as amostras foram
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acondicionadas em cépsulas, as mesmas foram postas no medidor de atividade de 4gua, onde
com a tampa da camara fechada ocorre o equilibrio do vapor com calibragdo para 25°C. As

analises foram realizadas em triplicata.

4.1.5 Solidos Soluveis Totais

Foi realizada através de um refratbmetro onde sua leitura é feita em Brix°. As
amostras foram analisada em triplicata conforme a metodologia descrita por Instituto Adolfo
Lutz (2008).

4.2 ANALISES DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

4.2.1 Preparo dos extratos

A obtencdo do extrato de mirtilo ocorreu segundo a metodologia proposta por Zardo
(2014), com adaptac@es, 0 extrato aquoso foi obtido na presenca de 1% m/v de &cido citrico
como solvente. O processo de homogeneizacao considerou a proporcao de 1:3 (m/v) de fruto:
solucdo contendo 1% de &cido citrico, com o auxilio de mixer convencional, apds obter um
liqguido homogéneo o extrato foi submetido a agitacdo em agitador magnético de bancada por
50 minutos, ap0s este processo o extrato foi centrifugado em centrifuga Colerman (Centrifuge
Model 90-1) a 5.000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi encaminhado para a filtracdo. O

filtrado foi reservado para o preparo das microcapsulas.

4.2.2 Antocianinas totais monomeéricas

Para a determinacdo das antocianinas totais foi utilizado o método de pH diferencial,

método proposto por Giusti e Wrolstad (2001). O método do pH diferencial caracteriza-se por
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ser um método rapido e fécil para a quantificacdo de antocianinas monoméricas, baseia-se nas
mudangas estruturais sofridas pelas antocianinas na faixa de pH entre 1 e 4,5, podendo ser
observada por espectroscopia Otica, devido aos compostos coloridos em pH 1 e incolores em
pH 4,5.

Para a realizagdo do método as amostras foram diluidas em solugdes tampéo de pH 1,0
(0,025 M de cloreto de potéssio) e 4,5 (0,4 M de acetato de sédio), com fator de diluicdo da
amostra previamente determinado. As leituras realizadas entre as absorbancias nos dois pHs
sdo proporcionais a concentracao de antocianinas na amostra.

As leituras foram realizadas em dois comprimentos de onda, 518 e 700nm conforme o
pico de absorcdo anteriormente determinado por Zardo (2014) para extratos de mirtilo. O
branco utilizado para zerar o espectrofotdmetro foi agua destilada.

O fator de diluicdo € determinado conforme a Equacéo 2.

Vr 4
"~V extrato

(2)

Em que Vr é o volume do tampdo (mL) e V extrato o volume de extrato de
antocianinas (mL). O FD encontrado foi 10, o mesmo foi utilizado para todas as analises.

A determinacdo da absorbancia foi determinada através da Equacao 3.
A = (As18 — A 700) PH 1,0 — (As13 — A 700) PH 4,5 3)

Onde Asig € a absorbancia no comprimento de onda de méxima deteccdo das
antocianinas e Az € a absorbancia no comprimento de 700 nm. A concentracdo de
antocianinas na amostra foi determinada pela Equacéo 4.
mg) A xMM x FD x 1000

Antocianinas = (H = — 4)

Onde:

A = Absorbancia calculada utilizando a equagéo 3;

MM = massa molar da antocianina cianidina-3-glucosideo (449,2 g.mol™);
€ = coeficiente de absortividade molar da antocianina (26.900 L.mol™.cm™);
FD= fator de dilui¢do calculado com a equacao 2;

| = comprimento da cubeta na direcdo da passagem de luz (1cm).
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4.2.3 Compostos Fenolicos Totais

Para a determinacdo de compostos fenodlicos totais foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteau utilizando curva de calibragdo para 4cido galico (y= 0,0117 x + 0,0338) com R*=
0,9981, com adaptacdes na técnica descrita por Miliaukas et al. (2004).

Em tubos de ensaio devidamente identificados foram adicionados 400 pL de amostra,
2mL de Folin-Ciocalteau 2N e apds trés minutos 1,6mL de carbonato de sdédio 7%
previamente filtrado. Os tubos foram incubados em banho-maria a 50 °C e apds resfriamento
as realizadas leituras foram realizadas espectrofotdmetro a 760nm. As analises foram

realizadas em triplicada, para maior exatiddo nos resultados.

4.2.4 Capacidade Antioxidante pelo método de ORAC

O ensaio de ORAC (Capacidade de desativagdo do radical peroxila ROQOe) foi
realizado como descrito por OU et al. (2001). Este ensaio cinético é baseado na medida da
atividade desativacdo de radicais peroxila que sdo produzidos pelo de indutor de radicais 2,2'-
Azobis(2-amidinopropano)di-hydrocloreto (AAPH) a 37°C. A capacidade de desativar o
(ROO¢) ¢ medida pelo monitoramento do decaimento da fluorescéncia, devido a oxidagdo da
fluoresceina a produtos ndo fluorescentes. A presenga de compostos desativadores do (ROO«)
diminui a taxa de decaimento da fluorescéncia.

Foi adicionado 25 pL de extrato de mirtilos da variedade Bluecrop da espécie
Highbush (100 mg L™), ou Trolox em tamp&o fosfato de potéassio 75 mmol L™ (pH 7,4) numa
microplaca incubada durante 10 min a 37 ° C, 150 uL de solucéo de fluoresceina (81 nmolL™)
foi usa\da como substancia geradora de fluorescéncia. Foram adicionados 25 pL de AAPH
(152 mmol L™) como gerador de radical peroxila. A fluorescéncia foi entdo medida a cada
minuto (comprimentos de onda de 485 nm e 528 nm foram utilizados para excitagdo e
emissdo, respectivamente) a 37 °C durante 90 min. A atividade antioxidante foi determinada
utilizando area sob a curva (AUC) e os resultados foram comparados com uma curva de
referéncia de Trolox (0 - 96 pmol L ™) e expressos em pmol Trolox equivalente a 1 g de
amostra. Substancias puras antioxidantes encontradas naturalmente em alimentos foram

também analisadas para comparagdo com o extrato estudado (100 mg L™). As substancias


https://en.wikipedia.org/wiki/2,2'-Azobis(2-amidinopropane)_dihydrochloride
https://en.wikipedia.org/wiki/2,2'-Azobis(2-amidinopropane)_dihydrochloride
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utilizadas foram catequina e &cido galico. Além destas, o hidroxitolueno butilado (BHT),
substancia sintética antioxidante bastante utilizada em alimentos também foi analisada para
comparagdo com o extrato analisado.

A AUC ¢ dada pela Equacéo 6:

_ Loz B,
AUC = 1+ 5+ ot oo+ o (6)

Onde:
fn = fluorescéncia absoluta no tempo n

fO = fluorescéncia absoluta inicial (tempo 0 min)

4.3 MICROENCAPSULACAO DO EXTRATO DA POLPA DE MIRTILO

4.3.1 Preparo das microcapsulas

A microencapsulacéo foi realizada, em mini spray drying de escala laboratorial marca
Buchi modelo B-290 com bico de alimentagdo de 1,5 mm com vazdo de 0,45 L/h.

Quatro solucBes de alimentacdo foram preparadas juntamente com o extrato da polpa
de mirtilo obtido na Tabela 3. As solucdes variaram de acordo com a concentracdo de
Maltodextrina MOR-REX®1920, DE20 e Hi-meize® 260 (22000B00).

Tabela 3- Composicdo da formulacdo padréo (P) e dos tratamentos (T1, T2 e T3) aplicados

para o extrato do mirtilo.

Identificacéo Maltodextrina DE20 Hi-meize
P 18% -
T1 14% 4%
T2 11% 7%
T3 9% 9%

As microcapsulas foram armazenadas em tubos falcon em temperatura ambiente

(25°C) protegidas da luz até o momento das analises.
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4.3.2 Temperatura de secagem

Para encapsulacdo das formulacGes foram testadas diferentes temperaturas de entrada
de ar 120 °C, 140 °C e 160 °C a fim de verificar a temperatura em que ocorre a menor

degradacdo dos compostos antocianicos.

4.3.3 Analises das microcapsulas

4.3.2.1 Determinacdo de antocianinas totais monoméricas, compostos fendlicos totais e

atividade antioxidante

As microcapsulas foram dissolvidas pelo método proposto por Robert et al. (2010)
com modificagdes, onde pesou-se 1,0g das microcapsulas para cada formulagdo e adicionada
de 5 mL de acetonitrila e 5 mL de metanol: acido acético: dgua (50:8:42 v/viv) .

Esta mistura foi submetida a agitacdo em Vortex por 2 minutos e submetida a banho
de ultrassom por uma hora. O sobrenadante foi centrifugado em centrifuga Colerman
(Centrifuge Model 90-1) a 5.000 rpm por 15 minutos.

Apo6s o rompimento o liquido resultante foi analisado quanto ao teor de antocianinas,
compostos fendlicos totais, atividade antioxidante conforme os métodos propostos nos itens
4.2.2,4.2.3 e 4.2.4, com a finalidade de manter a padronizacdo dos ensaios e posteriormente

comparacéo entre os resultados obtidos.

4.3.2.2 Eficiéncia da encapsulagéo

A determinacdo dos compostos fendlicos de superficie seguiu 0 método proposto por
Robert et al. (2010) com modificacdes. Foram pesados 0,2g de microcapsulas para cada
formulacéo e adicionados de 2mL de uma mistura etanol:metanol (1:1 v/v) (Figura 13), apés
seguiu os procedimentos estabelecidos no item 4.3.2.1.
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Os compostos fendlicos da superficie (CFS) e a eficiéncia da encapsulacdo (EE) foram
calculados conforme descrito por Robert et al. (2010), de acordo com as Equagdes 6 e 7
respectivamente.

Compostos fendlicos da superficie

05)=
CFS (%) Contetde tedrico de compostos fenélicos

x 100 (6)

EE(%) = 100 — CFS(%) (7)

4.3.2.3 Tamanho de particula

As diferentes microcapsulas produzidas também foram avaliadas em relacdo ao seu
tamanho de particula em equipamento Mastersizer 3000 (Malvern Alemanha) utilizando

etanol como meio de disperséo.

4.3.2.4 Teor de umidade e atividade de agua (Aa)

O teor de umidade foi determinado através da secagem em estufa a 105°C, até atingir
peso constante conforme AOAC (2000). A determinacdo da atividade de agua (Aa) foi
realizada em aparelho da marca Aqualab modelo 4TEV (Decagon Devices, Pullman, WA,

EUA), conforme descrito no item 4.1.4.

4.3.2.5 Dissolucéao

O teste de dissolugéo foi realizado conforme a metodologia proposta por El-Tinay e
Ismail (1985), onde foi adicionado 1g de amostra em 25 mL de agua destilada e
posteriormente submetidas ao processo de agitacdo a 892 rpm com auxilio de barra magnética

e 0 tempo determinado atraves da completa dissolucéo da capsula.
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4.3.2.6 Anélise de cor

A cor foi analisada através do sistema CIELab , possui trés parametros principais L*,
a* e b*, onde o parametro L* varia de O (preto) a 100 (branco), indicando uma variacéo de cor
do preto ao branco. Ja o pardmetro a* mostra a variacdo do vermelho (+a*) ao verde (-a*),
enquanto a variavel b* mede a variacdo do amarelo (+b*) ao azul (-b*). A leitura foi realizada
direcionando o leitor Optico do equipamento para a amostra, utilizando o equipamento
calorimetro de Minolta CR-300 (Konica Minolta, Osaka, Japan, 1994).

4.3.2.7 Estudo da estabilidade ao armazenamento

As microcapsulas foram avaliadas quanto a estabilidade durante o armazenamento por
20 dias a temperatura ambiente (25°C), acondicionadas em frasco ambar com protecdo a luz.
Para a determinacédo do teor de antocianinas totais monomericas, compostos fenolicos totais e

atividade antioxidante as amostras foram retiradas a cada 5 dias até o estudo ser concluido.

4.3.2.8 Analise de resisténcia dos compostos antocianicos a condi¢fes gastrointestinais

simuladas

O método proposto por Madureira et al. (2011) com modificacdes, foi utilizado para
submeter as microparticulas a condicdes gastrointestinais simuladas. A viabilidade das
antocianinas foi determinada em meios que simulam as diferentes secdes do trato
gastrointestinal, sendo eles, es6fago/estbmago, duodeno e ileo. Inicialmente, para a etapa de
simulagdo que compreende o es6fago/estdmago uma solug&o contendo 25 mg mL™ de pepsina
(Sigma) foi preparada em 0,1 M de HCI. Apds, aliquotas iguais foram adicionadas, a uma taxa
de 0,05 mL mL™ durante 90 minutos, sendo o pH ajustado para 2,0 com HCI 1M. Para a etapa
de simulacéo de passagem através do duodeno, uma solucdo contendo 2 g L™ de pancreatina
(Sigma) e 12 g L™ de sais biliares bovino (Sigma) foi preparada em NaHCO; 0,1 M e
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utilizada a uma taxa de 0,25 mL mL™, com pH ajustado para 5,0. Por fim, para simulagéo da
passagem através do ileo o pH foi ajustado para 6,5 utilizando uma solugdo 0,1 M de
NaHCOg3 Todas as solucdes foram preparadas no dia da analise. A analise foi conduzida em
agitador Shaker modelo TE 421 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) com temperatura mantida a
37 °C com 0 objetivo de simular a temperatura do corpo humano. A agitacdo mecénica foi
realizada em diferentes intensidades (130 rpm para o es6fago/estdmago, e 45 rpm para o
duodeno e o ileo) a para simular os movimentos peristalticos em cada seccdo do trato
digestivo. Por fim, aliquotas foram retiradas apds 90 min (esdfago/estbmago), 110 min
(duodeno) e de 200 min (ileo) para determinar a resisténcia das antocianinas livres e
microencapsuladas. A determinacdo das antocianinas foi realizada pela analise de

antocianinas monomeéricas totais conforme descrito no item 4.2.2.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do presente estudo foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as
médias comparadas entre si pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os

resultados foram analisados através do programa Statistica v. 10.



44

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO MIRTILO

O mirtilo analisado neste estudo apresentou um teor de umidade elevado 85,26%,
cinzas 0,18 %, proteina bruta 0,63%, lipidios 0,32% e carboidratos de 12,93% conforme os
valores apresentados na Tabela 4. O elevado teor de umidade é determinante para a
diminuicdo da vida de prateleira de um alimento.

Esses resultados se assemelham aos valores de Souza et al. (2014) que obtiveram
resultados de 87,70% para umidade, 0,08% para cinzas, proteina 0,48%, lipidios de 0,19% e
carboidratos de 11,54%, sendo os valores encontrados para proteinas e lipidios inferiores aos
determinados neste estudo. USDA (National Nutrient Database, 2016) apresentam valores de
84,21% de umidade, 0,74% de proteina e carboidratos 14,49% para polpa de mirtilo, sendo
estes valores semelhantes aos resultados encontrados neste trabalho. Vizzoto et al. (2013)
afirmam que varios fatores podem interferir na composi¢do fisico-quimica do fruto como
temperatura, a maturidade dos frutos, diferencas genéticas entre cultivares, condigdes
ambientais e processamento.

Para pH, acidez total titulavel e solidos soltveis totais foram encontrados valores de
2,94, 1,5 g.100g™ e 10 °Brix, respectivamente. Perturzatti (2009) afirma que os elevados
teores de sélido soltveis demonstram que os frutos possam ter sido colhidos com um elevado
teor de maturacéo.

Giovanelli e Buratti (2009) encontraram valores de 10,8-12,9 °Brix, pH 2,90-3,22 e
acidez total titulavel de 1,0-1,47 (acido citrico g/100g), valores estes que se assemelham aos
encontrados no presente estudo. Assim como o pH a acidez sdo um fator limitante para o
potencial crescimento de microrganismos deteriorantes, assim como o0 crescimento de
microrganismos patogénicos, desta forma um baixo pH e uma elevada acidez, assim como 0s
valores descritos neste estudo séo benéficos para a estabilidade e armazenamento dos frutos
(SOUZA et al., 2007).
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Tabela 4- Caracteristicas fisico-quimicas do mirtilo

Anélise Mirtilo
Umidade (%) 85,26 £ 1,05
Cinzas (%) 0,18 £ 0,03
Proteina Bruta (%) 0,63+0,35
Lipidios (%) 0,32+£0,01
Carboidratos (%) 12,93+0,63
Ph 2,94 £ 0,54
Acidez total titulavel (g.100g™) 1.5+0,51
Atividade de 4gua 0,99+0,01
Sélidos soluveis (°Brix) 10+ 0,01

5.2 ANTOCIANINAS MONOMERICAS TOTAIS

Os resultados obtidos para antocianinas monoméricas totais foram de 1,08 mg/g de
fruto, sendo este resultado inferior aos descritos por Zardo (2014) quando realizou a extragédo
de antocianinas do bagaco de mirtilo em agua acidificada a 1% sob diferentes condicGes de
tempo (5, 15,45 min) e temperatura (60 e 80°), onde resultou em teores de 6,26 — 19,44 mg/g
de fruto em extracdo exaustiva, sendo estes resultados muito superiores aos determinados no
presente estudo.

Giovanelli e Buratti (2009) ao estudarem diferentes variedades de mirtilo cultivadas na
Italia, Vaccinium Corymbosum e Vaccinium Mirtillus, encontraram valores de 0,92- 3,44
mg/g de antocianinas. Perturzatti (2009) ao realizar extracdo de antocianinas com um solugéo
contendo metanol e acido cloridrico (99,9:0,1 v/v) encontrou valores de 0,70 a 2,17 mg/g em
diversas variedades de mirtilo. Desta forma, o valor encontrado no presente estudo esté entre
os valores descritos pelos autores.

You et al. (2011) ao estudarem a variedade Power blue com extracdo metanol:agua
(80:20 v/v) obtiveram valores de 1,52 mg/g de fruto. Segundo Zardo (2014) o uso de
diferentes solventes para a extracdo de antocianinas influencia diretamente na concentracao

final encontrada.
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5.3 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Foram encontrados teores de 6,88 mg GAE/g de fruto. Moyer et al. (2002) ao analisar
pequenas frutas de 107 gendtipos de Vaccinium, Rubos e Ribes encontraram teores de 8,70
mg GAE/g para uma cultivar nativa originaria da Georgia pertencente ao grupo Rabbiteye.
Diferencas encontradas na concentracdo de compostos fendlicos sdo normais em diferentes
cultivares da mesma fruta, conforme estudos realizados por Malacrida e Motta (2005)
contatando que a variedade de uva utilizada no processamento de suco pode ser uma causa na
variacdo do teor de compostos fendlicos.

Vizzoto e Pereira (2009) ao realizarem estudo para a otimizacdo do processo de
extracdo de compostos fendlicos de mirtilo (Vaccinium ashei) com o uso de diferentes
solventes, agua pura, metanol, etanol e acetona verificaram como maior capacidade extratora
a acetona (12,14 mg GAE/g) seguida de metanol (7,51 mg GAE/g), etanol (7,23 mg GAE/g) e
agua (2,77 mg GAE/g). Sendo o valor encontrado para extrato com base em agua inferior ao
valor determinado no presente trabalho.

Borba et al. (2013) ao obterem extratos a base de 4gua encontravam valores variaveis
entre 2,59-3,03 mg GAE/g de fruto. You et al.(2011), ao analisarem extrato mirtilo da
variedade Powder blue a base de metanol: dgua (80:20 v/v) encontraram valores de 3,39 mg
GAE/g de amostra. Sellepon, Akoh e Krewer (2002) encontraram em cultivares Rabbiteye
2,70- 9,29mg GAE/g de amostra, mostrando a possivel diferenca de concentracdes de
compostos fenolicos em frutos da mesma variedade.

Goldmeyer et al. (2014) ao obter extratos utilizando mistura de solventes, metanol :
acido cloridrico: agua (70:1:30 v/v/v), apresentaram valores de 4,31 mg GAE/g de amostra,

sendo este inferior aos resultados obtidos no presente estudo.

5.4 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

O método ORAC fornece a possibilidade de avaliar a capacidade antioxidante em
frutas e vegetais combinando o tempo de inibigdo do radical ou oxidante em uma pequena
quantidade utilizando uma area sob a curva para a quantificacdo dos dados (PRIOR & CAO,
2000).
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A capacidade antioxidante obtida para extrato de mirtilo foi de 46,85 £ 0,55um Trolox
/g de fruto. O Grafico 1 representa a atividade antioxidante determinada utilizando area sob a
curva (AUC) e os resultados obtidos foram comparados com uma curva de referéncia de
Trolox (12 pumol L '1) e expressos em umol Trolox equivalente a 1 g de amostra. A
substancia antioxidante pura utilizada para comparacio com o extrato estudado (100 mg L ™)
foi 0 4cido galico (100 mg L ™).

| | Branco

O 12um Trolox/a
® Extrato

v Ac.Gilico

300 - ° v

200

Fluorescencia

100

Tempo (min)

Gréfico 1- Atividade antioxidante de extrato de mirtilo (um Trolox /g de fruto).

Perturzatti et al. (2014) ao estudarem diversas variedades, de mirtilo, entre elas
Bluecrop, cultivados no sul do Brasil, mais especificamente na regido de Vacaria e Erechim,
determinaram a capacidade antioxidante pelo método ORAC obtendo resultados entre 22-
41,1 umol Trolax/g de fruto, resultados inferiores ao encontrado neste estudo.

Buran et al. (2012) realizaram estudos com as variedades Star e Windsor pertencentes
a variedade Highbush, obtiveram resultados para atividade antioxidante pelo método de
ORAC de 80,8- 88,0 um Trolox /g para a variedade Star, para a variedade Windsor foram
encontrados valores de 59,4-98,9 um Trolox /g. Ao comparar os resultados apresentados por
Buran et al. (2012) podemos perceber que existem diferencas significativas de concentragao
de compostos bioativos em diferentes variedades do mesmo fruto, fato descrito por Vizzoto et
al. (2013).

You et al. (2011) ao analisarem diferentes variedades de mirtilo de cultivo organico
encontraram valores para atividade antioxidante dos frutos em torno de 48,9 pum Trolox /g.
Sendo estes valores semelhantes aos expressos por Sellopon, Akoh e Krewer (2002), de 52,70
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pm Trolox /g para variedade Climax e 44,7 um Trolox /g para variedade Tifblue, sendo estes
valores semelhantes aos valores obtidos neste trabalho.

Kraujalyte et al. 2015 ao realizarem estudos para capacidade antioxidante com sucos
de diferentes genotipos de mirtilo Vaccinium corymbosum e Vaccinium uliginosum obtiveram
resultados entre 4,21- 45,68 umol Trolax//g de fruto. Diaconesa et al. (2015) ao estudarem
sucos de mirtilo obtiveram resultados de 23,25 pmol Trolax/mL de suco. O fato de sucos que
possuem base agua (solvente polar) apresentarem valores inferiores aos de fruto puro deve-se
ao fato de que a capacidade antioxidante esta diretamente ligada ao teor de compostos
fendlicos (preferencia por solventes apolares), desta forma, o meio extrator intensifica ou
diminui a capacidade antioxidante da matriz analisada. Fato que também pode ser observado
neste trabalho (SAIKIA et al., 2015).

5.3 ANALISES DAS MICROCAPSULAS

Para as temperaturas de entrada testadas de 120, 140 e 160°C as respectivas
temperaturas de saida foram 79,75°C £ 1,5, 100°C £ 0,81 e 108,25°C + 1,70. Zardo (2014) ao
microencapsular extrato de mirtilo com materiais de parede maltodextrina e goma arabica,
com temperaturas de entrada de 140 e 160°C obteve como temperatura de saida 92°C e 106
°C respectivamente, sendo estes valores inferiores aos descritos neste presente trabalho.

A Tabela 5 apresenta os resultados referentes a rendimento, eficiéncia de
encapsulacdo, dissolucdo, tamanho de particula e caracteristicas fisico-quimicas das
microcapsulas. Pode-se observar que o rendimento aumentou em todos os tratamentos a
medida que aumentou a temperatura de 120 para 140°C, na temperatura de 160°C a
formulacdo T1 destaca-se entre os demais com 12,0g de capsula, apresentando maior
rendimento de encapsulagdo nas temperaturas estudadas.

Com relacdo a eficiéncia de encapsulacdo a tabela 5 mostra que nas temperaturas de
120 e 140°C a formulagéo T1 (14% de maltodextrina DE20 e 4% de hi-meize) ndo apresentou
diferenga significativa do P (18% de maltodextrina DE20) com maior eficiéncia de
encapsulacdo nas temperaturas citadas. Na temperatura de 160°C a formulagdo T1 diferiu
estatisticamente das demais formulacdes, sendo esta com a maior eficiéncia de encapsulagéo a
160°C. A formulacdo T3 difere estatisticamente das demais formulagdes apresentando a
menor eficiéncia de encapsulacdo em todas as temperaturas testadas. Silva et al. (2013), ao
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encapsular extrato da casca de jabuticaba com maltodextrina utilizando temperatura de
entrada de 140, 160 e 180°C encontraram valores de eficiéncia de encapsulacdo de 83,21 e
99,02% sendo estes valores superiores aos descritos no presente estudo. Zardo (2014) ao
microencapsular extrato de mirtilo usando goma arabica e maltodextrina encontrou valores de
eficiéncia de encapsulacdo entre 77,33 e 82,05%, sendo estes valores inferiores aos
determinados no presente trabalho. Segundo Kissel et al. (2006) a temperatura de entrada é
uma variavel que interfere diretamente na eficiéncia de encapsulacdo do processo aliado as
caracteristicas do agente encapsulante.

Devido a sua alta solubilidade em &gua, a maltodextrina € um dos agentes
encapsulantes mais utilizados como material de parede para secagem por spray dryer. A
dissolugdo das particulas apresentaram diferencas significativas entre si, pois como pode-se
observar que os resultados variaram entre 220,18 — 458,39 segundos , sendo 0 menor tempo
de dissolucdo para a formulacdo P a 160°C e a maior para T2 120°C. Na formulagéo P foi
utilizado 18% de maltodextrina DE20 apenas, a utilizacdo de alta concentracdo de
maltodextrina aliada ao menor tempo de dissolucéo ja foi relatado por Abadio et al. (2004).

As microcapsulas apresentaram tamanho variavel entre 13,00 e 20,70 um. Pode-se
observar que as microcapsulas na formulacdo P (18% maltodextrina DE20) mostraram
tamanhos maiores que as microcapsulas que apresentavam hi-meize em sua formulacdo em
todas as temperaturas testadas, observa-se também que na maior parte dos tratamentos as
microcapsulas diminuiram a medida que houve um aumento na temperatura de entrada.
Estudos afirmam que capsulas que possuem maiores teores de maltodextrina tendem a
apresentar maiores tamanhos. Frang e Bhandari (2010) relatam que estes tamanhos de
microcapsulas obtidas por spray dryer sdo esperadas, podendo variar entre 10 a 100 pm.
Nunes (2014) ao microencapsular extrato de erva-mate com diferentes concentragbes de
maltodextrina encontrou valores de 10,69 a 13,39 um, relatando que as maiores capsulas
possuiam uma maior concentracdo de maltodextrina.

Analisando o teor de umidade das microcapsulas observa-se que a medida que a
temperatura de entrada aumentou, diminuiu o teor de umidade das microcapsulas, analisando
individualmente cada temperatura, pode-se observar que a 120°C a formulagdo T2 €
estatisticamente igual ao P, a 140°C a T1 é igual ao P, ambos apresentando menor umidade e
a 160°C a formulacgéo P diferencia-se dos demais por apresentar menor umidade.

Resultados semelhantes ocorreram nos estudos realizados por Abadio et al. (2004) e
Nunes (2014) ao aumentar o teor de maltodextrina obtiveram capsulas com menor teor de
umidade sendo de 3,82% para formulacdo controle, 3,65% M20 (20% maltodextrina), 3,14%
M30 (30% matodextrina) e 2,22% M40 (40% maltodextrina).



Tabela 5- Resultados referentes a rendimento, eficiéncia de encapsulacdo, dissolugdo, tamanho de particula e caracteristicas fisico-quimicas das

microcépsulas.

Microcdpsulas**  Rendimento (g) EE%* Dissolucéo (s)* TP pm** Umidade%* Aa*
120

P 7,60 84,79+ 0,49 327,05+ 0,01 18,90 5,46° + 0,01 0,25°+ 0,03
T1 6,50 84,57*+ 0,31 447,30% + 0,04 16,60 6,02° + 0,03 0,27%+ 0,03
T2 10,90 80,78°+ 0,31 458,39° + 0,61 13,10 5,16°+ 0,02 0,19°+ 0,03
T3 10,00 74,40°+ 0,08 308,77° + 0,04 20,20 7,00*+ 0,02 0,23°+ 0,02
140

P 10,10 82,53%+ 0,29 314,01® + 0,01 20,70 4,87°+0,03 0,25°+ 0,02
T1 13,50 80,06% + 0,03 330,64% + 0,01 16,80 4,87°+ 0,01 0,24°+ 0,03
T2 11,40 79,56% + 0,27 300,76 + 0,02 12,80 6,38+ 0,03 0,27%+ 0,02
T3 10,00 77,05° + 0,06 259,74° + 0,01 13,00 6,39°+ 0,02 0,22°+ 0,01
160

P 9,00 84,36° + 0,10 220,18" + 0,02 19,40 4,77°+0,03 0,24+ 0,04
T1 12,00 85,22° + 0,17 331,98° + 0,01 15,00 5,687+ 0,02 0,27%+ 0,02
T2 10,60 80,02° + 0,54 335,74+ 0,01 13,70 5,10°+ 0,01 0,19°+ 0,03
T3 9,80 75,26 + 0,26 303,73°+ 0,02 14,01 5,31°+ 0,02 0,16°+ 0,02

*0Os dados estdo descritos em médias = DP (n=3), seguidos da mesma letra na coluna (entre as temperaturas 120, 140 e 160°C separadamente) ndo diferem

significativamente entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade. Eficiéncia de encapsulagdo (EE). Atividade de agua (Aa).

** Tamanho de particula (TP). P= 18% maltodextrina DE20. T1= 14% maltodextrina DE20 + 4% hi-meize. T2= 11% maltodextrina DE20 + 7% hi-meize. T3= 9%

maltodextrina DE20 + 9% hi-meize.
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Segundo Abadio et al. (2004) o preparo da solucdo de alimentacdo com a
homogeneizacdo dos agentes encapsulantes antes da secagem em spray dryer aumenta o
conteudo de sélidos totais da mistura a ser atomizada, reduzindo dessa forma a quantidade de
agua a ser evaporada, o que acarreta em diminuicdo da atividade de agua depois de
encapsulados.

A elevada atividade de 4gua indica maiores teores de &gua livre para ocorrer reagées
bioquimicas, resultando em um menor prazo de validade. A atividade de &gua das
microcapsulas variou entre 0,19 a 0,27 para as capsulas a 120°C, de 0,22 a 0,27 para 140°C e
0,16 a 0,27 para 160°C. Os valores obtidos estédo considerados dentro do limite recomendado
para garantir a estabilidade de p6s (<0,3) (TONON et al. 2009).

5.3.1 Andlise de cor

Os resultados da anélise de cor para microcapsulas estdo expressos na Tabela 6. Para o
calculo das coordenadas foi estabelecido o iluminante D65.

Na temperatura de 120°C os tratamentos ndo apresentaram diferenga significativa
entre si com relacdo a luminosidade. Na temperatura de 140°C as formulagdes T1 e T3
diferem estatisticamente das demais, demonstrando menor luminosidade, ou seja, as
microcapsulas ficaram mais escuras. Na temperatura de 160°C as formulacbes T1, T2 e T3
mostraram-se mais escuras que a formulagdo padrdo. Bernstein (2014) ao analisar parametros
de cor para microcéapsulas contendo extrato de repolho roxo observou que os valores de L*
aumentavam conforme aumentava a concentragdo de agente encapsulante. Mesmo fato foi
apresentado por Nunes (2014) que com o aumento da concentracdo das solucdes estudadas de
maltodextrina (M20, M30 e M40) ocorria 0 aumento do parametro de luminosidade. Tal fato
ndo pode ser percebido no presente trabalho porque a todas as formulagdes apresentarem a
mesma concentracdo, 18% de agente encapsulante.

Para o parametro a* as microcdpsulas apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos a 120 e 140°C, mas a 160°C ndo apresentando diferenga significativa. Ao
identificarmos valores positivos para parametro a* indica uma tendéncia ao vermelho
apresentado pelas microcapsulas, tendéncia esperada ao se tratar de microcapsulas de extrato

da polpa de mirtilo.
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Os valores obtidos para b* apresentaram valores negativos indicando a tonalidade ao
azul. Todos os tratamentos diferiram ente si variando entre -0,22 a -2,20. Visivelmente as
capsulas apresentaram colocacdo rosea devido a atuacdo dos agentes encapsulantes que
possuem coloracdo branca mascarando desta forma a cor do extrato puro que apresenta
coloragéo roxa, podendo este justificar a tendéncia de tonalidade ao azul encontradas para o
pardmetro b*. Concenco et al. (2014) ao realizar anélise de cor para extrato de mirtilo
obtiveram valores de -1,04 + 0,02 para coordenada b* e valores de -0,54 + 0,08 para polpa de

mirtilo.

Tabela 6- Analise de cor para microcapsulas contendo extrato de mirtilo.

Microcépsulas** L* ax b*

120

P 40,71 £ 3,20° 21,58 +1,23° -2,20 +0,18"
T1 44,19 + 3,052 24,97 + 2,168 -2,14+0,01°
T2 39,19 + 1,53° 22,80 + 1,19% -1,63 + 0,05?
T3 40,94 + 1,192 21,96 + 0,33% -1,81 +0,08?
140

P 44,27 + 0,562 18,86 + 0,042 -0,93 +0,07°
T1 38,47 +1,63" 15,48 + 0,92° -0,61 +0,07°
T2 42,20 + 0,692 16,82 + 0,46° 0,61 +0,03°
T3 35,95+ 1,21° 16,60 + 0,40 -0,22 + 0,032
160

P 41,31 + 2,962 15,43 + 0,322 -0,72 + 0,082
T1 33,33 +3,53° 15,95 + 0,912 -0,37 +0,11°
T2 34,83 +1,78° 16,31+ 0,992 -0,35 + 0,04°
T3 34,66 +2,27° 15,21 + 0,25° 0,31 +0,08°

*Médias seguidas de mesma letra em coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de
Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

** P=18% maltodextrina DE20. T1= 14% maltodextrina DE20 + 4% hi-meize. T2= 11% maltodextrina
DE20 + 7% hi-meize. T3= 9% maltodextrina DE20 + 9% hi-meize.

5.4 ESTABILIDADE DE COMPOSTOS BIOATIVOS MICROENCAPSULADOS

5.4.1 Antocianinas

Os resultados para antocianinas totais monoméricas por pH diferencial estdo expostos

na tabela 7 expressos em mg/mL de extrato. O extrato apresentou valores de 65,90 mg/mL de
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antocianinas no dia 0. Nao foi possivel realizar o processo de secagem do extrato livre de
agentes encapsulantes devido a elevada concentracdo de solidos sollveis no extrato, onde
ocorreu a aderéncia do mesmo no cilindro do spray. Desta forma os resultados obtidos foram
comparados entre si e a % de degradacéo considerando o dia 0 como sendo (100%).

Analisando a degradacdo das antocianinas nas microcapsulas (Tabela 7), observa-se
que todas as microcapsulas sofreram degradacdo ao longo dos 20 dias em todos 0s
tratamentos e temperaturas testadas, ao final dos 20 dias de tratamento as formulacdes e
temperaturas que apresentaram menor degradacao foram, a 120°C a formulacéo T3, a 140°C a
formulacéo T3 e a 160°C a formulagéo T2.

Paramera et al. (2011) afirmam que o uso de amidos modificados como material de
parede pode aumentar a solubilidade em agua de compostos fracamente sollveis e também
podem melhorar a estabilidade de aromas frente ao oxigénio, calor e luz.

As particulas obtidas com a formulacdo padrdo apresentaram elevadas % de
degradacdo ao longo dos 20 dias, sendo valores de 32,65% a 120°C, 42,29 para 140°C e
38,09% para 160%, sendo esta uma caracteristica indesejavel para a producdo de
microcapsulas. Zardo (2014) ao microencapsular extrato da polpa de mirtilo com a utilizacéo
de estocagem ao abrigo da luz e radiagdo UV concluiu que em 4 dias a degradacdo das
antocianinas ocorre de 6 a 14% podendo alcancar 12 a 18% em 41 dias.

Tom et al. (2010) verificaram duas cinéticas diferentes de degradacéo atribuindo o fato
da degradacdo acelerada das antocianinas. As antocianinas ndo encapsuladas degradam mais
rapidamente devido a possivel presenca de oxigénio entre os poros ou em bolhas dentro das
microcépsulas, desta forma, acelerando o processo de degradacdo. Tantituvanont et al. (2008)
ao analisarem antocianinas extraidas da Clitoria ternatea e atomizadas com gelatina e HPMC
durante 60 dias expostas a radiacdo UV obtiveram um percentual de degradacdo de 61,98 e
81,16 respectivamente.

A utilizacdo de maltodextrina juntamente com hi-meize em porg¢des iguais (T3) a
140°C resultou em uma maior protecdo dos compostos de cor frente a degradacdo ao longo
dos 20 dias de vida de prateleira. Este fato pode ser explicado devido a propriedade do
termoprotetora do amido resistente utilizado nesse estudo, entretanto, quando submetido a
temperaturas (120 e 160°C) a mesma formulacdo apresentou uma significativa degradacao.
Flores et al. (2014) também afirmam que o decaimento de concentracdo de antocianinas
monomeéricas totais sao aceitaveis, devido a sensibilidade destes compostos.

O aumento da temperatura de entrada do spray dryer provoca consequentemente um

aumento na temperatura de saida. Pispan et al. (2013) explicam que o0 aumento da temperatura
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de entrada submete as microparticulas consequentemente a uma maior temperatura de saida,
desta forma aumentando a temperatura em que as particulas sdo expostas. Em contra partida,
a reducdo da temperatura de saida resulta em um maior tempo de secagem. Desta forma
formando o binémio tempo e temperatura que agem diretamente sobre a degradacdo do
material encapsulado.

Tonon et al. (2009) observaram que a concentracdo de antocianinas foi diretamente
influenciada pela temperatura elevada de entrada justificando assim os resultados obtidos
pelos autores que relacionam este resultado obtido com a sensibilidade de antocianinas frente
a tratamentos térmicos. Embora o processo de secagem por spray dryer exponha o produto
por um curto periodo de tempo a uma alta temperatura acarretando assim uma menor perda de
compostos a temperatura de saida € um ponto forte a ser considerado durante o processo de
microencapsulacao frente a retencdo de compostos bioativos.

Erus e Yurdagel (2007) ao estudarem microencapsulacdo por spray dryer de
antocianinas extraidas de cenoura preta (black carrot) utilizando diferentes temperaturas de
secagem (160, 180 e 200°C) e maltodextrinas com diferentes dextroses (DE 10, 20,30)
observaram que a dextrina com maior grau de dextrose apresentou maior retencdo de

antocianinas a 160°C.



Tabela 7- Antocianinas monoméricas totais presente no extrato e nas microcapsulas ao longo de 20 dias expressos em mg/mL de extrato.
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Microparticulas** Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 % DG**
Extrato 65,90+1,62° 63,69+0,94% 61,34+0,84" 60,89+1,40" 59,94+0,44° 9,04
120
P 23,18+0,21% 19,09+0,34"° 18,70+0,30°° 17,56+0,21°° 15,61+0,22%° 32,65
T1 25,15+0,04°® 20,06+0,21"° 19,89+0,04°¢ 18,31+0,33C 16,64+0,04%C 33,83
T2 24,99+0,12°® 24,60+0,12"° 20,90+0,04°® 20,06+0,09%® 17,73+0,05°° 29,05
T3 33,50+0,17** 32,92+0,29** 28,16+0,12°4 28,41+0,25°" 26,27+0,21°* 21,58
140
P 31,00+0,09% 22,98+0,21°° 19,95+0,52° 18,53+0,08% 17,89+0,04%° 42,29
T1 33,48+0,30%° 27,6620,09°¢ 25,27+0,41°® 23,79+0,16%° 20,14+0,17% 39,84
T2 30,69+0,48%° 29,52+0,77%® 25,82+0,04°® 24,18+0,19° 23,76+0,04°® 22,58
T3 33,42+0,04** 32,42+0,17°4 31,700,484 31,67+0,26"" 29,64+0,28%* 11,31
160
P 27,4620,46° 23,51+0,12°¢ 22,29+0,16°° 18,59+0,09%° 17,00+0,33% 38,09
T1 25,41+0,04%° 23,62+0,08°¢ 21,15+0,33%¢ 21,09+0,29° 20,67+0,80°° 18,65
T2 29,66+0,12%° 29,27+0,60%° 26,55+0,22"° 26,38+0,22"° 25,96+0,58"* 12,47
T3 37,98+0,08** 31,61+0,12°" 30,11+0,34%* 29,61+0,21°4 19,50+0,71% 48,65

* Os dados estdo descritos em médias + DP (n=3), seguidos de mesma letra minudscula ndo diferem entre si significativamente em linha. Letras iguais
maiusculas em coluna (entre as temperaturas 120, 140 e 160°C separadamente) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
**DG: % de degradacdo ao longo dos 20 dias. P= 18% maltodextrina DE20. T1= 14% maltodextrina DE20 + 4% hi-meize. T2= 11% maltodextrina DE20 +

7% hi-meize. T3= 9% maltodextrina DE20 + 9% hi-meize.
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5.4.2 Compostos fenolicos

As microcapsulas foram avaliadas quanto a concentracdo de compostos fendlicos e
comportamento dos mesmos ao longo de 20 dias. Os resultados obtidos para compostos
fendlicos estdo demonstrados na Tabela 8.

Os compostos fendlicos foram expressos em mg/L de extrato a fim de que fosse
possivel a comparacgdo dos encapsulados para o extrato antes da encapsulacao. Para o extrato
foram encontrados valores de 421,15 mg GAE/L de extrato, com grau de degradacdo de
5,28% valor inferior as degradacdes das microcapsulas.

Os compostos fendlicos nas microcapsulas apresentaram um comportamento
semelhante ao das antocianinas, todas as microcapsulas degradaram ao longo dos 20 dias de
armazenamento em todos os tratamentos e temperaturas testadas, a formulacdo T1 a 160°C
sofreu menor degradacgéo (16,15%), seguindo pelas formulagbes T3 a 120°C com 17,70% e
T2 a 140°C com 18,51% de degradacdo. Observa-se também que a formulacdo P das
diferentes temperaturas testadas foram as que mais degradaram ao longo dos 20 dias.

Flores et al. (2014) relatam que o teor de fendis totais foi maior em temperaturas mais
elevadas quando comparados a baixas temperaturas. Também afirmam que ao utilizar
proteina isolada como agente encapsulante em extratos de acai e mirtilo o contetdo de
compostos fenolicos assim como a capacidade antioxidante de extratos foram prolongados
guando submetidos a elevadas temperaturas aumentando assim a vida de prateleira destas
microcépsulas.

Nunes et al. (2015) ao realizarem estudo com a microencapsulacéo por spray dryer de
extrato de erva mate crioconcentrado utilizando maltodextrina (M) com diferentes graus de
dextrose equivalente (20, 30 e 40) encontraram valores de 12,60 mg/mL com M20, 13,45
mg/mL M30 e 9,21 mg/mL com a utilizagdo de M40. Pode-se observar que uma maior
concentracdo de maltodextrina resultou em uma maior retencdo e protecdo dos compostos

estudados para extrato de erva mate, diferentes dos resultados encontrados neste trabalho.



Tabela 8- Teor de compostos fendlicos ao longo de 20 dias, valores expressos em mg/L de extrato.

57

Microparticulas** Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 % DG**
Extrato 415,21+1,70° 414,64+0,98° 412,22+1,28° 397,40+1,61° 394,79+2,15 5,28
120
P 141,50+1,07% 124,70+0,85"° 108,88+1,31°¢ 104,61+0,85%° 101,41+0,21%° 28,33
T1 154,18+1,70°® 132,10+2,19°¢ 130,25+1,37"® 117,72+0,88°¢ 105,25+0,21% 31,72
T2 156,03+0,24%® 154,18+0,74%® 132,39+0,42"° 126,83+0,85°® 25,34+0,65°® 19,66
T3 190,98+0,78* 180,39+0,98"* 167,62+0,53% 158,24+1,06"* 156,79+0,50%* 17,70
140
P 178,35+0,21% 145,30+0,29" 128,92+0,43°° 127,90+0,21°° 119,00+0,65%" 33,27
T1 182,53+1,30%® 161,45+1,28"° 157,27+0,57°® 139,12+0,66% 134,95+0,74°¢ 26,06
T2 172,77+0,21%4 160,09+0,75"® 153,23+0,87°¢ 148,53+0,87" 140,790,748 18,51
T3 195,42+0,21% 187,61+0,87™ 183,03+0,64°" 161,26+0,94% 146,42+0,32°4 25,07
160
P 165,51+1,49° 143,21+0,88"° 139,61+0,78°° 132,63+0,21° 121,09+0,81°° 26,83
T1 152,76+0,65°° 149,05+0,42°¢ 144,10+0,43%¢ 134,63+0,55% 128,08+0,48°¢ 16,15
T2 177,97+0,65%° 163,73+0,08"® 161,16+37" 146,92+0,85°® 147,20+0,24°® 17,28
T3 216,58+0,42%4 188,51+0,24°" 176,26+0,65"* 175,76+0,21°4 167,64+0,64% 22,59

* Os dados estdo descritos em médias + DP (n=3), seguidos de mesma letra mindscula ndo diferem entre si significativamente em linha. Letras iguais
maiusculas em coluna (entre as temperaturas 120, 140 e 160°C separadamente) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.

**DG: % de degradacdo ao longo dos 20 dias. P= 18% maltodextrina DE20. T1= 14% maltodextrina DE20 + 4% hi-meize. T2= 11% maltodextrina DE20 +
7% hi-meize. T3= 9% maltodextrina DE20 + 9% hi-meize.
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5.4.3 Atividade antioxidante

As microcapsulas foram avaliadas quanto a atividade antioxidante pelo método ORAC
e analisado quanto a sua resisténcia ao longo de 20 dias. Os resultados obtidos para atividades
antioxidantes estdo demonstrados na Tabela 9.

Para o extrato foi encontrado valor de 46,85 um Trolax/g de extrato e grau de
degradacéo de 24,14%, sendo esta inferior aos valores encontrados para as microcapsulas.

A atividade antioxidante das microcdpsulas diminuiram ao longo dos 20 dias em todos
0s tratamentos e temperaturas testadas, observa-se que a formulagdo T3 (9% maltodextrina e
9% hi-meize) em todas as temperaturas (120, 140 e 160°C) apresentou menor degradacéo, ou
seja a formulacdo T3 mostrou maior atividade antioxidante.

Alguns estudos apresentam analises de capacidade antioxidante de compostos
microencapsulados, porém, por existirem varios métodos para a determinagdo dos mesmos,
dificulta comparac6es de cunho analitico. Entre as metodologias mais comumente utilizadas
esta o DPPH (1,1-difenil-2-picrillodrazil) que pode ser expresso em % de atividade
antioxidante (%) ou por concentracédo eficiente = EC 50, que avalia a capacidade da amostra
de reduzir 50% a concentracdo inicial de DPPH e o método de redugdo de ferro (FRAP) onde
0s valores sdo expressos em pum de trolox/mL.

Nunes et al. (2014) ao estudar extrato de erva mate crioconcentrado utilizando
maltodextrina (M20, M30 e M40) como material de parede obtiveram resultados de 19,98
png/mL M20, 19,63 pg/mL M30 e 29,52 pg/mL M40 pela metodologia de DPPH e resultados
expressos em EC50.

Ao observar os resultados obtidos para analises de compostos antioxidantes pode-se
concluir que assim como nas demais analises realizadas neste presente estudo a formulacao
T3 que contem 9% de maltodextrina DE20 e 9% de hi-meize apresentou a menor taxa de
degradacdo ao longo dos 20 dias. A FIESP em parceria com o Instituto de Tecnologia de
Alimentos (2010) afirma que a utilizacdo de amidos modificados s&o importantes agentes de
textura e resisténcia a variacdo de temperatura. Paramera et al. (2011) afirmam que o uso de
amidos modificados como material de parede pode aumentar a solubilidade em &gua de
compostos fracamente solUveis e também podem melhorar a estabilidade de aromas frente ao

oxigénio, calor e luz.



Tabela 9- Teor de atividade antioxidante determinada pelo método ORAC expresso em um Trolox/g de amostra ao longo de 20 dias.

Microparticulas** Dia0 Dia5 Dia 10 Dia 15 Dia 20 % DG
Extrato 46,85+055° 42,27+0,62° 40,33+0,93° 39,47+0,96° 35,54+0,32° 24,14
120
P 39,09+0,76** 26,24+0,68°¢ 24,37+0,27°¢ 21,85+1,09% 7,78+0,09%° 80,09
T1 34,84+1,07%® 25,65+1,06°¢ 24,58+0,77°B¢ 21,32+0,72°F 12,99+0,01° 62,71
T2 29,31+0,53% 29,16+0,66%° 28,52+0,83%F 25,59+1,95°4 18,99+0,32%® 64,79
T3 35,22+0,43%® 33,44+0,19° 32,66+2,56 26,68+0,01°" 25,01+0,33°" 28,98
140
P 37,17+1,21** 29,79+4,96°¢ 23,70+0,62° 17,30+1,81% 16,25+1,39%° 56,28
T1 29,73+0,61%° 26,54+0,94°° 25,97+0,64°° 23,56+1,33°® 18,92+0,99% 36,36
T2 38,65+1,63** 30,02+0,83°¢ 29,95+0,45°4 25,01+0,23°® 22,96+0,41°° 40,59
T3 38,25+1,55 36,82+0,05** 29,33+0,31°4 31,97+1,52°4 27,57+0,59° 27,92
160
P 38,44+0,86™" 32,24+1,94"% 29,42+1,22"" 27,01+0,62°° 22,10+0,12%° 57,49
T1 34,71+1,36%° 31,13+0,17°* 22,52+0,21°¢ 21,12+0,31 3,69+0,09%¢ 89,36
T2 38,45+0,38** 31,68+0,09°4 30,74+0,38°® 25,43+1,01°® 21,45+1,44% 44,21
T3 37,63+1,25 33,10+1,10°* 32,09+1,02°4 28,42+0,30°* 27,73+1,04°* 26,30
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* Os dados estdo descritos em médias + DP (n=3), seguidos de mesma letra mindscula ndo diferem entre si significativamente em linha. Letras iguais maiUsculas em

coluna (entre as temperaturas 120, 140 e 160°C separadamente) ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade.
**DG: % de degradacdo ao longo dos 20 dias. P= 18% maltodextrina DE20. T1= 14% maltodextrina DE20 + 4% hi-meize. T2= 11% maltodextrina DE20 + 7% hi-

meize. T3= 9% maltodextrina DE20 + 9% hi-meize.
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5.5 RESISTENCIA DOS COMPOSTOS ANTOCIANICOS A CONDICOES
GASTROINTESTINAIS SIMULADAS

Na tabela 10 encontram-se descritos os valores obtidos para analise de antocianinas
monoméricas totais considerando as condi¢Bes gastrointestinais as quais foram submetidas.
Para a anélise gastrointestinal foi selecionada apenas a microcapsula de formulagdo T3 na
qual foi obtida a 140°C e realizada a comparagcdo com o extrato ndo encapsulado. Ao
observarmos os resultados encontrados para a se¢do que compreende o0 estdmago podemos
observar um efeito protetor exercido nas microcapsulas quando comparadas ao extrato livre
que apresentou uma significativa diminuicdo de seus compostos quando comparado aos
microencapsulados.

Na secdo do trato gastrointestinal que compreende o duodeno (sais biliares,
pancreatina e pH 5,0) os valores obtidos para antocianinas sofrerem uma significativa
diminuicdo quando comparado aos valores encontrados para o estomago. Na Ultima se¢do do
trato gastrointestinal que corresponde ao ileo (pH 6,5) pode-se observar que os valores
obtidos para o ileo também foram inferiores os descritos para o estbmago e duodeno,
indicando uma significativa perda dos compostos. Entretanto, mesmo havendo perda
significativa dos compostos pode-se observar que os valores obtidos para compostos
antocianicos foi maior nos microencapsulados do que o extrato livre em todas as etapas de
simulacdo, comprovando e eficacia do processo de microencapsulacdo frente a entrega
melhorada destes compostos.

Sabe-se que as antocianinas possuem uma série de restri¢cfes quanto a sua estabilidade,
dentre elas esta sua estabilidade frente ao pH, normalmente as antocianinas sdo estaveis em
pH entre 1,5 e 3, em valores de pH acima 5 ocorrem mudancas significativas em sua estrutura
modificando sua coloracdo de vermelho para azul (mais instavel) e pH acima de 7, em geral,
sdo degradadas (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Fato este que pode estar justificando os
resultados obtidos neste estudo onde houve uma degradacéo significativa dos compostos tanto
encapsulados como livres, nos diferentes pHs.

Rutz et al. (2017) ao estudarem microencapsulacdo de 6leo de palma pelo método de
coacervacao analisaram a resisténcia gastrointestinal de compostos bioativos como carotenos,

e observaram que as particulas estudadas apresentaram maior liberacdo no fluido que
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representa o es6fago, apos esta liberacdo houve a degradacéo dos compostos. Fato semelhante

ao descrito neste estudo.

Tabela 10- Viabilidade do microencapsulado e do extrato livre frente as condicdes

gastrointestinais simuladas. Resultados expressos em mg/mL de extrato.

Gastrointestinal Extrato livre Formulacédo T3*
Antocianinas iniciais 65,90 33,42
Esofago/estobmago 90 min/

6,34 26,41
pH 2,0
Duodeno 20 min/ pH 5,0 1,05 7,18
fleo 90 min/ pH 7,5 0,027 0,44

* T3= 9% maltodextrina DE20 + 9% hi-meize.

Lopes et al. (2007) afirma que as antocianinas possuem sua estrutura formada por 15
carbonos, sendo considerada uma estrutura de baixo peso molecular. A estrutura quimica é
considerada um fator determinante para a absor¢do de compostos bioativos, os compostos de
alto peso molecular sdo eliminados pelas fezes, em contrapartida os compostos de baixo peso
molecular podem ser eliminados pela urina ou pela bile, via que possibilita que os compostos
possam chegar ao duodeno e serem absorvidos (DELMONDES et al., 2013).

Com base nessas informacbGes pode-se afirmar que houve o rompimento da
microcapsula na regido do estomago, proporcionando a possivel interacdo destes compostos

com a bile e a rota de absorcédo pelo duodeno.
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6 CONCLUSAO

O mirtilo tem como caracteristica apresentar um elevado valor de solidos soluveis
totais, baixo pH e alto teor de umidade, deixando o fruto mais susceptivel a acdes fisioldgicas
desta forma apresentando uma curta vida de prateleira. O extrato do mirtilo mostrou-se rico
em compostos antocianicos, assim como compostos fenolicos e elevada atividade
antioxidante.

A microencapsulacdo pelo método de spray dryer mostrou-se efetiva na
microencapsulacdo de compostos antocianicos em todas as temperaturas testadas nas
formulagGes em que continham maltodextrina DE20 e hi-meize, entretanto, a formulagédo
padrdo (P) que contem somente maltodextrina DE20, mostrou-se inferior as demais,
apresentando uma degradagdo maior dos compostos.

Os compostos antocianicos sofreram perdas ao longo dos 20 dias em todos os
tratamentos e temperaturas testadas, entretanto, a microcapsula de formulacdo T3 a 140°C
apresentou uma melhor retencdo e protecdo dos compostos desejados ao longo dos dias de
andlise, assim como maior resisténcia a condi¢Bes gastrointestinais simuladas quando
comparadas ao extrato livre, mostrando-se efetiva na protecdo e entrega melhorada dos
compostos de interesse. Baseado nos tratamentos e temperaturas testados pode-se concluir
que as microcapsulas foram efetivas na protecdo e entrega melhorada dos compostos

antocianicos.
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ANEXOS

ANEXO A- Anélise tamanho de particula formulagdo P a 120°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

Sample Name Average of F 120F/ TR Measurement Date Time 37/10/2018 (93827
Operator Hame Labiec Bnalysis Date Time 37/710/2016 035027
S0P File Mame HydroBy.cig Resull Sowrce Aversged
o Anatysis
Particle Name PCL Particle Refractive Index 2000
Dispersant Name Etrang Dispersant Refractive Index 1 360
Particle Absorplion Index 0000 Laser Obscwration 1795 %
Weighted Residual 015 % Seattering Model Fraunhofer
Analysis Model General Purpass: Analyss Sensitivity karma
Concentration 00734 % Span 1315
Uniformity 0614 Result Units elume
Specific Surface Area 7091 m’-‘r; D (100 513 pm
D [3:2] 742 um Dw (509 154 um
D31 85 um D (900 25,5 um
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ANEXO B - Anélise tamanho de particula formulagdo P a 140°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

° Measurement Detals

Sample Name Averzge of P 140 B/ TPN
Operator Name Laster
S0P File Name HydraEW.cig

Measurement Date Time 31/10/2018 093800
Analysis Date Time 31/10/2016 093600
Result Scurce Averaged

Parliche Name PCL

Parlicke Refractive Index 0000
Dispersant Name Ethara Dispersant Refractive Index 1357

Particle Absorption index & 300 Laser Obscuration 1371 %

Weighted Residual 015 % Scaltering Model Fraurholer
Analysis Model Genera Pupase Analysis Sensitivity Momal
° Result

Concentration 00132 % Span 1825

Uniformity 0336 Resull Unils Yolume
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ANEXO C - Analise tamanho de particula formulacdo P a 160°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

Sampie Name Average of 7 160 Ff TRM
Operalor Name Lsblec

Measurement Date Time 31/1072018 133207
Analysis Date Time 31/10/2016 10:3247

S0P File Name FydroEviclg FResult Source Averaged

Particle Name PCL
Dispersant Mame Etara
Particle Absorpiion Index £ 000
Weighted Residual 0,15 %
Anatysis Model General Fupose

Particle Refractive Index 0000
Dispersant Refractive Index 1,350
Laser Obscuration 1604 %
Scattering Model Fraunhofer
Anatyss Sensitivity Nomal

Concentration 70203 %
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Spedfic Surface Area 53435 7/ Dw (100 5,58 e
D [3:2] BES ym Dw (500 141 prn
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ANEXO D - Analise tamanho de particula formulacdo T1 a 120°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

o Weasurement Details

Sample Name &verage of 7112057 TRM' Measurement Date Time 3710/ 2076 13:56:55
Operator Name Lablec Analysis Date Time 31/10/2018 133833
S0P File Name Hydroficfy Result Scurce Aversgec
o Anahysis
Fartice Name FCL Particle Refractive Index (000
Dispersant Name Etnara Dispersant ReMractive Index 1360
Partice Absorplion Index 0000 Laser Obscuration 16,44 %
‘Weighted Residual 076 % Srattering Model Fraunkaier
Aaialysis Model Genera Pupose Ainalysis Sensilivily Morma

Concentration [07E1 % Span 1,500
Unifeirmity 045 Result Units Volume
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D [4:3] 1656um Dv (300 253 pm
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ANEXO E - Andlise tamanho de particula formulacdo T1 a 140°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

o Measurement Detalls

Sample Name ftverage of T1 140 P/ TN Measurement Date Time 31/10/2018 114203
Operator Mame [2otar Analysis Date Time 31/10/2016 114203
SOP File Name HydroEVcfy Result Source Aveiaged

o Analyss

Fartacle Name ehiceluiose Farticle Refractive Index 3000
Dispersant Name Elharol Dispersant Refractive Index 1 360
Farticle Absarption index 000 Laser (bscuration 1544 %
Weighled Residusl 018 % Scalleting Model FraarhcTer
Analysts Model General Pumpose Analysis sensitivity Norma

a Result

Concentration 00173 % Span 1306
Uniformity 0445 Result Units Volume
Spedfic Surfsce Ares 6655 "'"."l:l;l Dw {10) 509 um
D [3:2] 787 pm Dv (500 1EDUm
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ANEXO F - Anélise tamanho de particula formula¢do T1 a 160°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

Fample Name Average of T1 160 2/ TPM

Measurement Date Time 31/102016 120873
(Operator Name Labtec Analysis Date Time 21102006 1206808
SOP File Name HydrosViclp Result Source Averaged

° Anglysis

Particle Name et celuiose
Dispersant Name Etnara
Farticle Absorption Index 0 000
Weighted Residual 0,56 %
Analysis Model Caners| fupczs

Particle Refractive Index (000
Dispersant Refractive Index 1360
Laser Obscuration 1445 %
Scattering Model Fraurnofer
Analysis Seruitvity foma

Concentration 0.0125 % Span 1891

Uniformity 0,560 Result Units Voume
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ANEXO G - Andlise tamanho de particula formulacdo T2 a 120°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

Sample Name Sverage of T2 120 FF TR Measurement Date Time 31/10/2008 13.0845
Operator Name Labte: Analysis Date Time 31102076 13.0043
SOP File Name HycoEl <’y Resull Spurce Averaged
o Anayss
Particle Name tilceluloze Particle Refractive Index 1000
[igpersant Name £xranol IDispersant Refractive Index 1,350
Particle Absorption Index 0030 Laser Obscuration 1333 %
Weighted Residual 032 % Scaltering Model Fraunrafer
Analysis Moded Gereral Purpose Amalysis Sensitivity Mormal
Concentration 0,013% % Span 1676
Uniformity 0231 FResult Units Valume
Specific Surface Area 732 /i) Dv (10] 280 et
0 [3:2] 6,03 pm D (500 125
D [43] 131 pm D (90) 236 pm

Frequency (compatible)

150
®
£
0
a
4
g 50
]
>

-
00+ - - e _ - _ - —_— r _—
a1 10 100 00,0 10000 100000

Size Clazses pm)

@

=={77] Average of T2 120 P/ TPW-31;
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ANEXO H - Anélise tamanho de particula formulacdo T2 a 140°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000

(Malvern Alemanha).

° Measuremenk Detsils

Sample Name Average of T2 140 B/ TEM Measurement Date Time 317002078 13:2544
Operator Name Labtec Analysis Date Time 31,/10/2076 13:25:44
SOP File Name HydroEv.oip Result Source Averaged

Analyss

Partich Name eticeluoze Partiche Refractive Inde 0000
Dispersant Hame Ethzral Dispersant Refractive Index 1260
Particle Absorplion index 0,000 Lager Dbscuration 1510%
Weighted Residual 015 % Scattering Moded fraunafer
Analysis Model Genera Purpese Analysis Sensitivity Horms

Concentration 00143 % Span 1747
Uniformity 0.325 Reessullt Units Volume
Specific Surface Area 9652 mi/g Dv (10} 222 pm
D [3:Z] 545 prr Dy (500 1.5
D [4:3] 126 um Dy (900 228 b

Frequendy (compatible)

15
oo
E
2
u
E 50
]
3
iy T T T T T T T T T T L T T T T T L B s T T T T T T T — T T T T
a1 10 oo 1000 13000 100001
Gize Clasees (pm)
(%)

—{BE] Average of T3 140 P TRM-31;
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ANEXO 1 - Anélise tamanho de particula formulacdo T2 a 160°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000

(Malvern Alemanha).

° Messurement Dedails

Sample Name &verage of T2 160 &/ T
Operalior Hame Labisc
S0P File Name Hydroev.ofg

Measurement Date Time 3171072016 141714
Analysis Dale Time 31102016 121704
Result Source Averagel

° Analysis

Farticle Name e1loeuiose
Dispersant Name Ethanc
Particle Absorption Index 0,007
Weighted Residual 072 %
Analysis Model Gereral Purpass

Particke Refractive Index 0,007
Dispersant Refractive Index 1350
Laser Obscuration 1372 %
Scattering Model Fraunhater

Analysis Sensitivily Mozl
o Aesult
Concentration 007136 % Span 1747
Unitarmity 0508 Result Units Yolume
Specific Surface Area 6777 m'/kg Dw {100 258 ym
D [3:2] €00 pm Dv (500 125 pm
0 j43] 137 pm Dw (300 251 pm

Frequency {compatibie)

150
@
i Ir
;..
b
&
¢
3 0¥
]
3
oo
o1

®
=[] Awerage of T2 160 P/ PN 30,

T T T T T T T T T T T LI B B |
10 100 1000

Size Classes (um)

10000 10,0000
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ANEXO J - Andlise tamanho de particula formulacdo T3 a 120°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

o Measurement Details

Sample Name Sverage of T3 1205 TR Measurement Date Time 37/770/2018 155708
Operalof Name Lablsc Analysi Date Time 31710/2018 135108
S0P File Mame HyaroEV.cty Result Saurce Averaged

Q) analysis

Particle Mame ellloeulose Particke Refractive Index 0,000
Dispersant Mame EsFang Dspersant Refractive Index 1360
Pailiche Absorption Index 0000 Laser Olbscuration 14 66 %
Weighted Residual 075 % Seattering Model Fraunhaoter
Analysis Model Gereral Purgaze Analysis Sensitivity harma
Concentration 00146 % Spam 1538
Uniformity 0522 Result Units Vielume
SPecific SUrface Area 7583 g O (100 338 pm
D [3:2] % ym D {50) 144 pm
D [4:3] 202 ym D {90 27,0

Frequency com patibe)

15,0¢
é:i
F 00
i
B
o
v
B 50
5
=
0o T T T T T T T — T T T T T T T T LI S B B A T T — T T T T T
01 10 00 100,0 1.0000 100000

Size Clagses (um

®

={110] Average of T3 120 F/ TPM-3
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ANEXO K - Analise tamanho de particula formulacdo T3 a 140°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

© Weasurement Detals

Samphe Name Average of T2 1402/ TRM'
Operator Name [aote;
S0P Fibe Mame HydoaEl cfy

Measurement Date Time 31/10/2016 1819:23
Analysis Date Time 31/10/2016 161523
Pesull Spurce Sveraged

ows |
Particke Name etilceluloze
Dispersant Name Fthara
Particle Absorplion Index 2000
Weighted Resadual 1715 %
Analysis Model Gerers Purpiss

Particle Refractive Index 0,000
Dispersant Refractive Index 1 160
Laser Obscuration 1352 %
Scattering Model Fraurnofer
Analysis Sensilivily Mooz

Concentration 00134 3%

Span 1723
Uniformity 0 507 Result Units Yo ums
Spedific Surface Area 8057 mifkg Dw (100 2,33 um
0 [3:2] 557 pm Dy (500 122 ym
D [4;3] 130 pn Dv {80) 236 um

Frequency [compatble)

150
fl
B 100
i
(2]
v
§ 50
]
10+ T —_— T T — T — ——T T —T T — T
10 100 1030 10030 100000
Size Clagses (um)
-
)

—{121] Average af T3 140 R/ TOM'3
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ANEXO L - Analise tamanho de particula formulacdo T3 a 160°C utilizando etanol como meio dispersante em equipamento Mastersizer 3000
(Malvern Alemanha).

o Weasurement Detals

Sample Name Average of T3 180 B/ TP Measurement Date Time 31/10/2016 163248
Operatar Name [abse: Analysis Diate Time 317072006 163246
S0P File Mame HydroEV.clo Resull Source Aversoed

o Analysis

Particle Name &1lceuiose Partiche Refractive Index 0000
Dispersant Name [2hanz Dispersant Refractive index 1 360
Parlicke Abscrption Index 0,000 Lasser Obscuration 1711 %

Wiesghted Hesidual 0715 %
Analysis Model G2neral Purgose

Scattering Madel fraunhafer

Andlysis Sensilivily Harrs

Concentration 0,0131 %

Span 1558
Unifoarmity 0 504 Result Units Volume
Specific Surface Area 5701 'y Dw (10} 272 pon
0 [%2] &.05 pm D {58) 129 jm
D431 141 um Dv (30) 24 pn

Frequency (compalible]

15,0

i

: 00

T

il

3

5 50

3
00 - e : e - R : P ey - e ]
o1 10 10, 100, 10000 100000

5ize Classes (um

®

—{132] Average of T3 1607/ TPM-3




