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RESUMO

A beterraba (Beta vulgaris L.) € uma hortalica rica em substancias antioxidantes
denominadas betalainas, responsaveis pela coloracdo vermelho arroxeada. As betalainas
impedem ou retardam processos de oxidacdo, apresentam efeitos benéficos a salde e sédo
empregadas pelas industrias como corante natural. Como forma de aproveitamento dos residuos
de descarte e perdas de pos-colheita, a microencapsulacdo do extrato de beterraba por spray
chilling ou spray a baixas temperaturas pode ser considerada uma técnica bastante viavel. O
processo é baseado na atomizacdo de uma mistura do composto ativo e um material lipidico
derretido em uma camara fria, em que as goticulas em contato com o ar frio solidificam para
formar microparticulas lipidicas sélidas que retém e protegem a substancia ativa. Essa técnica
apresenta alto rendimento, baixo custo, simples operacdo e minimiza os danos térmicos do
material encapsulado pelo emprego de temperaturas relativamente baixas. Assim, o estudo
objetivou o aproveitamento do descarte da beterraba e 0 emprego da técnica de spray chilling,
como forma de garantir a qualidade e a estabilidade do produto final. Para tanto, trés variaveis
independentes foram estudadas: formulacg@es binarias lipidicas (agentes carreadores), contendo
acido estearico (AE) e acido oleico (AO), preparadas em homogeneizador ultrassénico, nas
proporcoes de 50/50, 60/40 e 70/30, respectivamente; tempo de permanéncia (1, 2 e 3 min) no
homogeneizador e amplitude de poténcia (50% e 70%) do equipamento. Em seguida, as
misturas foram avaliadas quanto a estabilidade cinética e viscosidade e, a partir destes
resultados, foram selecionados a amplitude de poténcia e o tempo 6timos, para a obtencédo de
sistemas coloidais ideais visando a microencapsulacdo das particulas em spray chilling. Cada
tratamento foi avaliado pelas analises de teor e retencdo de betalainas, rendimento, morfologia,
atributos de cor, atividade de 4gua, didmetro médio e distribuicdo do tamanho de particula. Em
relacdo a analise estatistica, a metodologia de superficie de resposta foi escolhida para avaliar
0s padrdes de resposta e determinar a combinacdo Otima das varidveis. Em relacdo a
estabilidade das microesferas ao armazenamento, 0 aumento da temperatura e umidade relativa
foram fatores que a afetaram negativamente. Os tratamentos com maior concentracdo de AE
tiveram melhor desempenho tanto para menores valores de AE* como para maiores
concentracdes de betanina. Ao longo do tempo de armazenamento, péde-se observar maior
degradacdo dos pigmentos presentes nas microesferas com 50/50 e 60/40 de AE/AO e,
consequente, maior alteracdo visual da cor, quando comparado ao tratamento 70/30. Com alto
potencial a uma liberacdo antecipada e maior retencdo das betalainas, as microesferas
elaboradas com menor concentracdo de AE apresentaram potencial aplicacdo em alimentos
refrigerados como iogurtes, geleias, gelatinas e sorvetes. JA& o aumento do AE, além de
promover maior tamanho de particulas em temperaturas mais altas, apresentou melhor aspecto
visual, sendo ideal para alimentos que pode vir a ter boas propriedades de fusdo na boca como
chocolates, leites aromatizados e massas para bolo. De modo geral, € possivel desenvolver
microesferas de compostos hidrossoltveis de diferentes concentracfes lipidicas a partir da
otimizacdo dos métodos operacionais para a obtengdo das emulsdes. Em complemento, a
técnica do spray chilling juntamente com as condigdes das operacOes testadas mostraram-se
uma alternativa promissora para a encapsulacdo do extrato de beterraba e manutencgéo de sua
estabilidade, o que torna viavel sua aplicacdo na industria de alimentos em projetos vindouros.

Palavras-chaves: Betalaina. Materiais lipidicos. Microesferas.



ABSTRACT

Beetroot (Beta vulgaris L.) is a vegetable rich in antioxidant substances called betalains,
responsible for the purplish red color. Betalains prevent or delay oxidation processes, have
beneficial effects on health and are used by industries as a natural dye. As a way of reusing
discarded residues and post-harvest losses, the microencapsulation of beetroot extract by spray
chilling or spray at low temperatures can be considered a very viable technique. The process is
based on the atomization of a mixture of the active compound and a molten lipid material in a
cold chamber, where the droplets in contact with cold air solidify to form solid lipid
microparticles that retain and protect the active substance. This technique has high yield, low
cost, simple operation and minimizes thermal damage to the encapsulated material by using
relatively low temperatures. Thus, the study aimed to take advantage of beetroot disposal and
the use of the spray chilling technique, as a way to ensure the quality and stability of the final
product. Therefore, three independent variables were studied: binary lipid formulations (carrier
agents), containing stearic acid (EA) and oleic acid (OA), prepared in an ultrasonic
homogenizer, in proportions of 50/50, 60/40 and 70/30, respectively; residence time (1, 2 and
3 min) in the homogenizer and power range (50% and 70%) of the equipment. Then, the
mixtures were evaluated for kinetic stability and viscosity and, based on these results, the
optimum power range and time were selected to obtain ideal colloidal systems aimed at
microencapsulation of particles in spray chilling. Each treatment was evaluated by analysis of
betalain content and retention, yield, morphology, color attributes, water activity, mean
diameter and particle size distribution. Regarding statistical analysis, the response surface
methodology was chosen to assess response patterns and determine the optimal combination of
variables. Regarding the stability of the microspheres to storage, the increase in temperature
and relative humidity were factors that negatively affected it. The treatments with the highest
concentration of AE performed better both for lower values of AE* and for higher
concentrations of betanin. Over the storage time, it was possible to observe greater degradation
of the pigments present in the microspheres with 50/50 and 60/40 of AE/AO and, consequently,
a greater visual change in color, when compared to the 70/30 treatment. With high potential for
an early release and greater retention of betalains, microspheres prepared with lower
concentration of AE showed potential application in refrigerated foods such as yogurts, jellies,
gelatins and ice creams. The increase in AE, in addition to promoting greater particle size at
higher temperatures, presented a better visual appearance, being ideal for foods that may have
good melting properties in the mouth, such as chocolates, flavored milks and cake batters. In
general, it is possible to develop microspheres of water-soluble compounds of different lipid
concentrations from the optimization of operational methods to obtain emulsions. In addition,
the spray chilling technique under the conditions of the tested operations proved to be a
promising alternative for the encapsulation of beetroot extract and maintenance of its stability,
which makes its application in the food industry future projects viable.

Keywords: Betalain. Lipid materials. Microspheres.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Nos ultimos anos, a beterraba (Beta vulgaris L.) tem atraido muita atencdo como
alimento funcional, com importante efeito promotor de sadde. E um dos poucos vegetais que
contém um grupo de pigmentos altamente bioativos conhecidos como betalainas. As betalainas
sdo substancias corantes e antioxidantes, que apresentam uma correlacdo direta com a saude
publica, com propriedades antitumorais, antiaterosclerotica, anti-inflamatoria, dentre outras.
Em complemento, o uso de betalainas como corante natural em produtos alimenticios é
aprovado e apresenta varias vantagens. Dado que é composta por moléculas de nitrogénio
solGveis em agua, sintetizadas a partir do aminoacido tirosina, divididas em dois grupos
estruturais - betacianinas (pigmentos vermelho-violeta) e betaxantinas (pigmentos amarelo-
laranja), apresenta a capacidade de cobrir uma ampla gama de cores, do vermelho ao roxo.
Além de serem pigmentos considerados mais estaveis em uma faixa mais ampla de pH e as
mudancas induzidas pela temperatura.

A estratégia de incorporar compostos ativos em alimentos e bebidas vem atraindo
consumidores, ganhando espaco e despertando o interesse da industria para atender as novas
demandas. No entanto, o uso de pigmentos de uma origem natural é geralmente limitado devido
a sua baixa estabilidade, solubilidade, biodisponibilidade e interacdo com outros componentes
da matriz alimentar. Além disso, as atividades antioxidantes de substancias bioativas podem ser
dificultadas devido a sua degradacdo desencadeada pela luz, oxigénio, temperatura, umidade e
existéncia de ligagOes insaturadas em sua estrutura molecular. Como alternativa, o processo de
encapsulacdo de betalainas em matrizes complexas pode aumentar sua estabilidade ao longo do
armazenamento e favorecer o processo de liberacdo controlada.

A tecnologia de microencapsulacdo ¢ uma ferramenta baseada na formacdo de uma
estrutura de protecdo (material de parede) cobrindo uma substancia de interesse (material ativo
ou de nucleo) para sua protecdo e liberacdo controlada. Existem diferentes métodos para a
microencapsulacdo, que incluem emulsificacdo seguido pela remocgdo do solvente e secagem
por pulverizagéo. Essas técnicas geralmente produzem material polidisperso, ou seja, tamanhos
de particula ndo uniformes, com estruturas porosas, € fazem uso de calor que pode ndo ser
adequado para amostras sensiveis a temperatura, como as betalainas. Dessa forma, a técnica de
spray chilling se destaca por seu bom desempenho, baixo custo e por evitar 0 uso de solventes

e altas temperaturas durante todo o processo.
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Durante o processo de spray chilling, o material do nucleo é disperso em uma matriz
fundida ou é atomizada através de um bico de alta pressdo. As goticulas sdo solidificadas
rapidamente quando em contato com um meio de resfriamento e, em consequéncia, formam as
microesferas. O processo por spray chilling é normalmente referido como encapsulamento de
matriz na literatura, uma vez que as microparticulas apresentam uma estrutura em que o
material do ndcleo é homogeneamente distribuido por todo o material de parede. Em
complemento, os agentes carreadores consistem em materiais hidrofobicos como acidos graxos,
fosfolipidios, triacilglicerois, gorduras hidrogenadas, ceras ou suas misturas com 6leos para
modular o ponto de fusdo e as propriedades de retencdo do material do nucleo.

No entanto, poucos estudos exploraram o encapsulamento de extratos vegetais por spray
chilling, o que culmina com a inovacdao no campo. A principal contribuicdo cientifica da
proposta refere-se a ampliacdo das op¢oes de processamento e de materiais para a industria de
alimentos. Os conhecimentos gerados, a partir da caracterizacdo das emulsdes e microesferas
de diferentes matérias-primas e processos, permitem a sugestdo de produtos encapsulados mais
indicados do ponto de vista tecnoldgico, econémico e ambiental. Além de inovadores, podem
ser empregados como aditivos, corantes e antioxidantes de alta qualidade, por serem
processados em baixas temperaturas. Por fim, em termos ambientais e econdmicos, 0 sucesso
das microesferas produzidas reduzira o descarte e os residuos de materiais, bem como agregara
valor econdmico consideravel sobre estes subprodutos.

Com este proposito, objetivou-se com o presente estudo realizar a microencapsulacao
de compostos com propriedades corantes e antioxidantes, oriundos do descarte de beterrabas,
por meio da técnica de spray chilling. Em adicdo, otimizar a obtencao das emulsdes a partir da
aplicacdo da técnica de ultrassom, pela avaliacdo do comportamento reoldgico e estabilidade
cinética, bem como caracterizar os melhores tratamentos; estudar a influéncia das diferentes
proporcOes dos materiais de parede (&cido estearico e acido oleico) sobre as propriedades
fisicas, microscapicas, estruturais e térmicas das microparticulas lipidicas; e por fim verificar a

estabilidade do composto ativo em diferentes condigdes de armazenamento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aproveitamento de residuos e descartes da beterraba

A beterraba (Beta vulgaris L.) € originaria das regides de clima temperado da Europa e
Norte da Africa. No Brasil é cultivada principalmente no Sul e Sudeste, sendo mais comum o
tipo Early Wonder (beterraba vermelha ou “de mesa”). Apresenta alta capacidade de cultivo e
baixo custo de processamento (CLIFFORD et al., 2015), bem como possui teor significativo
de vitaminas do complexo B e minerais como K, Fe, Cu, Zn e Na (TACO, 2011). Dessa forma,
residuos oriundos da beterraba tornam-se matérias-primas interessantes, uma vez que,
normalmente sdo descartados, possuem baixo custo e estdo disponiveis em grande quantidade.
Além disso, este vegetal é classificado como um dos 10 vegetais mais potentes, devido ao seu
contetdo de compostos fendlicos (total de 50 a 60 L mol/g de matéria seca) (CHANTARO;
DEVAHASTIN; CHIEWCHAN, 2008; CRIZEL et al., 2013; KUJALA et al., 2000).

Um dos parametros de qualidade da beterraba esta relacionado com os defeitos fisicos
e o grau desses defeitos que a hortalica possa apresentar. Com isso, em casos de defeitos fisicos
ou Vvisuais mais graves, que limitem a comercializagdo do vegetal in natura, as beterrabas sao
descartadas, independentemente de sua qualidade nutricional e sanitéria, caracterizando um tipo
de perda pos-colheita. O Brasil tem altos niveis de perdas p6s-colheitas em cultivos de frutas,
hortalicas e grdos, o que coloca o pais entre as 10 nacdes que mais desperdicam alimentos no
mundo (EMBRAPA, 2017; HENZ, 2015).

Nos ultimos anos, além do seu alto valor nutricional, a beterraba tem atraido atencao
significativa como um produto alimentar funcional. Os alimentos funcionais sao produtos que
guando consumidos como parte da dieta, além do fornecimento de nutrientes basicos, apresenta
beneficios para o funcionamento metabdlico e fisiologico, proporcionando melhora a salude
fisica e mental e prevenindo o desenvolvimento de doencgas cronico-degenerativas (BRASIL,
1999; CLIFFORD et al., 2015). Sendo assim, o interesse cientifico pela beterraba foi
reivindicado pela composi¢éo dos varios nutrientes e pela proposta como um alimento promotor
da saude, que além de estimular o sistema imunologico, reduz risco de desenvolver doenca
cardiovascular (CLIFFORD et al., 2016).

A beterraba vermelha é rica em ativos valiosos como carotenoides, betalainas,
polifendis, flavonoides e saponinas (FIGIEL, 2010; KAUR; SINGH, 2014; KOWALSKI,
LECHTAN'SKA, 2015). O pigmento vermelho deste vegetal é conhecido como betalainas e

sua quantidade ¢ influenciada por varios fatores como espécie, variedade, area de cultivo e
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armazenamento do periodo de maturacdo (NISTOR et al., 2017). As betalainas possuem fortes
propriedades antioxidantes e é o principal grupo de compostos que ocorrem neste vegetal,
tornando a beterraba vermelha um dos vegetais antioxidantes mais poderosos disponiveis no
mercado (KANNER; HAREL; GRANIT, 2001). Os antioxidantes encontrados na beterraba
vermelha tém um maior potencial para eliminar o radical ABTS do que os presentes na cebola,
alho, couve de Bruxelas, alho-poro, couve, batata e ervilha (ZITNANOVA et al., 2006).

O grande interesse por alimentos desse tipo reside no fato de que essas substancias
impedem ou retardam processos de oxidacdo e apresentam efeitos benéficos a saude humana,
tais como propriedades antitumorais, antiaterosclerética, anti-inflamatoria, dentre outras. Além
disso, a beterraba pode servir como fonte natural de betalainas, utilizadas para pigmentacgdo de
diversos produtos alimenticios (MARTINEZ et al., 2015).

2.1.1 Betalainas

As betalainas sdo moléculas contendo nitrogénio que conferem a beterraba coloracao
vermelha e estdo relacionados a manutencdo e regulacao dos processos de reducédo de oxidacao.
Semelhante aos polifendis, as betalainas sdo importantes compostos anti-radicais, pois sao
eficazes na eliminagdo de radicais livres e reconhecem alta capacidade antioxidante
(MIKOLAJCZYK-BATOR; CZAPSKI, 2017). Além disso, sdo agentes anti-inflamatorios e
protegem a célula contra peroxidacdo e danos ao DNA, bem como previnem doencas
cardiovasculares (ESATBEYOGLU et al., 2015; PRECZENHAK et al., 2019), inibem a
peroxidacgdo lipidica (KANNER; HAREL; GRANIT, 2001), protegem as células sanguineas
humanas contra a hemolise oxidativa (TESORIERE et al., 2008) e induzem a quinona redutase,
enzima que desempenha um papel importante no anticancer, nas vias de desintoxicacdo e na
defesa antioxidante (JI et al., 2013; SAWICKI; WICZKOWSKI, 2018).

Essas moléculas séo soluveis em agua e podem ser divididas em pigmentos vermelho-
violeta (betacianinas) e amarelo-laranja (betaxantinas) (PACIULLIN et al., 2016;
RAVICHANDRAN et al., 2013). Betanina (principal betacianina) e vulgaxantina-1 (principal
betaxantina) compreendem a maior parte da concentragdo dos pigmentos da beterraba, uma vez
que, além dessas, estdo presentes no vegetal outros pigmentos betalinicos, tais como
isobetanina, prebetanina e vulgaxantina-11 (ELBE, 2001). A Figura 1 demonstra a estrutura

guimica geral das betacianinas e betaxantinas, bem como betanina e vulgaxantina-I.
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Figural— Estrutura quimica geral das (a) betacianinas, (b) betaxantinas, (c) betanina e
(d) vulgaxantina-I.
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Fonte: Chandrasekhar et al. (2015), Esatbeyoglu et al. (2015), Martinez et al. (2015) e Strack, Vogt e
Schliemann (2003).

A betalaina pode ser utilizada como aditivo alimentar, como corante natural ou para
enriquecer os alimentos. O uso de betalainas é particularmente adequado como corante
alimentar, visto que é aprovado pela Unido Europeia (CAI et al., 2001; ROY et al., 2004).
Embora as antocianinas tenham a propagacao de pigmentos naturais mais utilizados na faixa de
cores vermelho-purpura, as betalainas sdo mais estaveis quanto ao pH e a temperatura, sendo
mais adequadas para alimentos com baixa acidez , em que a coloracdo com antocianinas
geralmente ndo é possivel (STINTZING; CARLE, 2004). Para a faixa de cores de amarelo-
laranja, os carotenoides sdo 0s pigmentos naturais, mas devido a baixa solubilidade na agua, a
betaxantina é mais indicada nessas situa¢fes (AZEREDO, 2009). As misturas de pigmentos de
betalaina podem ser usadas como aditivo natural para alimentos, medicamentos e produtos
cosméticos na forma de concentrado de suco de beterraba ou pé de beterraba
(RAVICHANDRAN et al., 2013).

As betalainas sdo compostos muito sensiveis, que se degradam facilmente pelo calor,
oxigénio, luz, pH e enzimas. Portanto, como forma de aproveitamento deste residuo, a

microencapsulagéo por spray chilling, pode ser considerada uma técnica bastante viavel, a qual
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torna possivel a obtencdo de um extrato de beterraba em p6 com considerével teor de betalainas,
possibilitando o seu uso como aditivo alimentar, seja para conferir coloragdo desejavel ou
enriquecer um produto com propriedades funcionais (JANISZEWSKA; WLODARCZYK,
2013; RAVICHANDRAN et al., 2013).

2.2 Microencapsulacao

A microencapsulacdo € uma técnica utilizada para proteger compostos ativos e
nutracéuticos (RIBEIRO et al., 2020) e consiste em revestir uniformemente ingredientes
funcionais (vitaminas, enzimas, fenois, moléculas e células) com um filme polimérico para
obtencdo de capsulas micrométricas (DHAKAL; HE, 2020; OZKAN et al., 2019; RIBEIRO et
al., 2020). O processo de encapsulamento pode ser realizado com gases, gotas liquidas ou
pequenas particulas sélidas (OZKAN et al., 2019). O filme atua como uma barreira para
proteger o composto ativo do ambiente, controlar sua liberagdo, evitar a interagdo com outros
ingredientes e melhorar sua estabilidade (CARDONA TANGARIFE; PATINO ARIAS;
ORMAZA ZAPATA, 2021; RIBEIRO et al., 2020). A substancia a ser encapsulada pode ser
referida como a fase interna ou de carga Util, ndcleo, preenchimento ou material ativo, enquanto
que o material de encapsulamento pode ser designado como fase externa, casca, matriz,
revestimento, membrana ou material de parede (ZUIDAM; SHIMONI, 2010).

As microparticulas produzidas pelos diferentes métodos de microencapsulacdo sdo
conhecidas como microcapsulas ou microesferas. As microcapsulas implicam a estrutura da
parede central e pode ser categorizada como sistemas de reservatérios, onde € possivel notar a
presenca de um nucleo contendo a substancia ativa e revestido com o material de parede.
Enquanto que as microesferas sdo sistemas monoliticos (matriciais), onde o material do nucleo
¢ incorporado em uma rede continua da matriz material sem uma parede externa distinta
(AUGUSTIN; HEMAR, 2009; SINGH et al., 2010). Em um tipo de matriz, o0 agente ativo €
disperso sobre o material transportador na forma de pequenas goticulas (heterogénea) ou de
forma mais homogénea (ZUIDAM; SHIMONI, 2010). As microcapsulas podem ser
mononucleares, onde um material do nucleo é encapsulado por uma casca, pode ser agregada
onde uma cépsula consiste em mdaltiplos nucleos (NAZZARO et al., 2012) ou pode ser
multicamadas (AUGUSTIN; HEMAR, 2009; DHAKAL; HE, 2020) (FIGURA 2).
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Figura 2 — Estrutura das microcapsulas e microesferas.
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A microencapsulacdo tem sido empregada em diversos campos: farmacéutica,
agroguimica, processamento de alimentos, cosméticos, pigmentos, adesivos, agentes de cura e
encapsulamento de células vivas. No setor de alimentos, sua aplicacdo é baseada, de acordo
com o método, principalmente em transformacdo de liquido em sélido, a fim de facilitar a
manipulacdo, transporte e adicdo em formulagOes, além de reduzir a toxicidade do ativo,
promover a liberacdo controlada do material ativo encapsulado, reduzir a volatilidade ou a
inflamabilidade de liquidos, mascarar o sabor e 0 odor de certos componentes, proteger contra
luz, umidade e calor e, consequentemente, prolongar a vida Gtil (BARRETT et al., 2011; DA
COSTA NETO et al., 2019; FREIBERG; ZHU, 2004).

Existem diferentes técnicas disponiveis para a produgdo de microparticulas que podem
ser divididas em trés métodos, sendo eles quimicos, fisico-quimicos ou fisico-mecanicos
(JYOTHI et al., 2010). Entre os métodos quimicos encontram-se a polimerizacgdo interfacial,
polimerizacgéo in situ e inclusdo molecular (ou inclusdo por complexacao). Quanto aos métodos

fisico-quimicos, as técnicas sao coacervacao e separacao de fases, encapsulagéo polimérica pela
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expansdo rapida de fluidos supercriticos e incorporagdo em lipossomas. Entre os métodos
fisico-mecénicos, estdo spray drying, spray chilling/cooling, cobertura em leito fluidizado,
extrusao, extrusao centrifuga por multiplos orificios, co-cristalizacao, liofilizacao e evaporagédo
de solvente (DA COSTA NETO et al., 2019; JYOTHI et al., 2010; SHAHIDI; HAN, 1993).
Vérios métodos de microencapsulagdo podem ser usados para muitas substancias e a escolha
do método mais adequado depende do tipo de substancia, de sua funcédo especial e da aplicacdo
desejada (ALVIM et al., 2016).

Os primeiros registros da microencapsulacao se deu por volta de 1930 por técnicas de
coacervagdo, cujo principio incluia a vaporizagio da agua presente no sistema (RE, 2000).
Devido aos altos custos do processo, o setor alimenticio levou cerca de 30 anos para dar 0s
primeiros passos com trabalhos envolvendo encapsulacdo, cujos objetivos eram proteger
aromas e permitir sua liberacdo controlada (FAVARO-TRINDADE; PINHO, 2008). Desde
entdo, novas técnicas foram desenvolvidas a fim de reduzir os custos e maximizar os beneficios,
0 que possibilitou a aplicacdo da tecnologia para diversas areas do setor como a producgéo de
aditivos, ingredientes e produtos acabados (COSTA et al., 2020; RE, 2000). Nori; Areas (1996),
adaptaram o processo de spray cooling para encapsular acido citrico a partir de gorduras de
diferentes pontos de fusdo como agentes encapsulantes. No entanto, apesar do uso de lipidios
na producdo de microparticulas ser conhecido ha muitos anos na industria farmacéutica, bem
como a técnica spray chilling, na industria alimenticia ainda é pouco conhecida e menos
explorada gque a técnica de spray drying (OXLEY, 2012). O conceito de microencapsulacéo foi
desenvolvido pela industria farmacéutica com o objetivo de controlar e/ou modificar a liberacédo
de substancias. A area farmacéutica representa a maior fracdo que utiliza as técnicas de
microencapsulacdo, com 68%, enquanto o setor alimenticio representa 13% apenas (DIAS;
FERREIRA; BARREIRO, 2015).

Recentemente, o método de spray chilling tem sido usado como uma nova técnica em
pesquisas alimentares devido a sua possibilidade de producdo em larga escala, baixas
temperaturas de processamento, e ao alto efeito protetor da microencapsulagdo, uma vez que
emprega acidos graxos, triacilglicerdis, ceras ou misturas entre eles como seus agentes
carreadores, formando as chamadas microparticulas lipidicas sélidas (MLS) (ARSLAN;
ERBAS, 2017; ORIANI et al., 2016).

Dessa forma, a técnica de spray chilling tem recebido consideravel atencdo, pois € um
processo fisico rapido, seguro e reproduzivel, permitindo o féacil ajuste do tamanho das
particulas, em que uma solucdo, suspensdo ou emulsdo contendo um material central em uma

matriz de lipidio fundido é atomizada em um ambiente a uma temperatura abaixo do ponto de
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fusdo da mistura em uso (ALBERTINI et al., 2008), geralmente em uma camara fria (ar frio ou
nitrogénio liquido) (RIBEIRO; ARELLANO; GROSSO, 2012).

2.2.1 Spray chilling

A tecnologia de spray chilling é baseada na atomizacdo de uma suspensdo contendo a
substancia ativa e um material da parede lipidico derretido em uma camara fria, onde sédo
formadas microparticulas lipidicas solidas (ALVIM et al., 2016). Dessa forma, a degradacéo
de compostos bioativos € evitada, uma vez que sdo usadas temperaturas mais amenas (FADINI
et al., 2018; TULINI et al., 2017). O principal mecanismo do spray chilling é a injecdo de
matriz derretida em uma camara fria e a rapida solidificacdo de goticulas quando em contato
com o ar frio; assim, as goticulas se tornam microesferas contendo o material ativo (CHAMBI
et al., 2008). Além disso, o principal fator que separa o spray chilling de outras técnicas de
microencapsulacdo, como spray drying e a liofilizagdo, é o tipo de material de parede. Nessas
duas técnicas, geralmente séo utilizados materiais de parede hidrofilicos a base de carboidratos
ou proteinas (DIANAWATI et al., 2016). Em contrapartida, carreadores hidrofobicos a base de
gordura sdo empregados como materiais de parede no spray chilling (ARSLAN; ERBAS,
2017).

O uso da técnica de spray-chilling para a formacéo de microparticulas lipidicas sélidas
tem sido estudado nos ultimos anos na inddstria farmacéutica e areas veterinarias (MARTINS,
SIQUEIRA; FREITAS, 2012; MEUNIER et al., 2007; PASSERINI et al., 2010), mas existem
poucos estudos em aplicacfes alimentares em comparacdo com a técnica de secagem por
pulverizagdo. A técnica consiste no uso de transportadores lipidicos, como &cidos graxos,
triacilglicerdis e ceras, ou uma mistura destes, que devem ser solidos a temperatura ambiente,
para obter particulas de consisténcia dura, garantindo boa resisténcia fisica, dispersibilidade,
facilidade de manuseio e armazenamento (OH et al., 2014; OKURO, MATOS JUNIOR,
FAVARO-TRINDADE, 2013; ORIANI et al., 2018; ZUIDAM; SHIMONI, 2010).

O material ativo é o primeiro a ser disperso, emulsionado ou solubilizado na matriz
lipidica fundida que é, entdo, alimentada em um bico aquecido e atomizada em uma camara
com temperatura mantida abaixo do ponto de fusdo, onde as goticulas solidificam em contato
com o ar resfriado para formar as microparticulas lipidicas sélidas (FIGURA 3). O spray
chilling tem muitas vantagens em comparacdo ao spray drying ou outras técnicas de
encapsulamento, como, por exemplo, a ndo necessidade de evaporagdo do solvente, aumento
da produtividade, reducéo de custos e facilidade de expansdo (DESAI; PARK, 2005; OKURO,
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MATOS JUNIOR; FAVARO-TRINDADE, 2013). Em adi¢o, o uso de lipidios como materiais
encapsulantes amplia a aplicagdo de possibilidades de particulas, explorando a temperatura ou
a liberacdo da mecénica acionada (MADENE et al., 2006; ORIANI et al., 2016).

Figura 3 — Diagrama esquematico para atomizacgdo pela técnica de spray chilling.
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Os beneficios das microesferas produzidas pela técnica de spray chilling sdo a protecdo
contra oxigénio e umidade, resultando, portanto, em maior estabilidade e biodisponibilidade do
ativo. Além disso, apresenta melhor controle na liberacdo do material ativo, bem como baixo
custo e facil reprodutibilidade (ABBAS et al., 2012; CARVALHO et al., 2019). Entretanto, a
eficiéncia de encapsulacao e estabilidade das microesferas sdo fortemente influenciadas pela
escolha do material de parede. Portanto, 0 material de parede deve apresentar comportamento
de fluido newtoniano, cuja viscosidade é constante para diferentes taxas de cisalhamento e ndo
variam com o tempo, e facilidade de manipulagdo; possuir a capacidade de dispersar ou
emulsionar o material de recheio e de manter as emuls@es estaveis; e capacidade de aprisionar
em sua estrutura o material ativo durante as etapas de processamento e armazenamento. Além
de proporcionar protecdo maxima ao material ativo contra condi¢cdes ambientais adversas (por
exemplo, oxigénio, calor, luz e umidade) (RAY; RAYCHUDRHURI; CHAKRABORTY,

2016). Com base neste contexto, uma vez que nenhum material de revestimento possui
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particularmente todas essas propriedades, estes podem ser utilizados de forma combinada ou
serem modificados pela incorporacdo de aditivos, tais como surfactantes e emulsificantes
(DESAI; PARK, 2005). Em complemento, 0 método de homogeneizacdo pode influenciar
diretamente na estabilidade das emulsées (GOODARZI; ZENDEHBOUDI, 2018).

2.3 Agentes carreadores lipidicos

Os carreadores lipidicos utilizados pela técnica de spray chilling para aplicagdo em
alimentos sdo derivados de &cidos graxos, ceras, Oleos e gorduras, devem ser de grau
alimenticio e reconhecido como substancia segura para a utilizacdo em alimentos (GRAS —
Generally Recognized As Safe) (FAVARO-TRINDADE; OKURO; MATOS JUNIOR, 2015;
OKURO; MATOS JUNIOR; FAVARO-TRINDADE, 2013). A selecdo do carreador ird
depender do material encapsulado, por exemplo, se o recheio for sensivel a altas temperaturas,
o correto é selecionar lipidios que apresentem ponto de fuséo que ndo interfira nas propriedades
do material encapsulado, mas que sejam capazes de proteger contra o ambiente externo
(OKURO; MATOS JUNIOR; FAVARO-TRINDADE, 2013). Contudo, a utilizagdo de
carreadores lipidicos com baixo ponto de fusdo pode requerer armazenamento com temperatura
controlada ap6s a formacdo das particulas, para garantir a integridade até a aplicacdo. Lipidios
com temperatura de fusdo acima de 50 °C sdo desejaveis para a formacao de microparticulas
lipidicas e, consequentemente, para a sua aplicacdo (VASISHT, 2014).

Os carreadores lipidicos sdo uma alternativa interessante para a formacdo de
microparticulas devido a sua baixa toxicidade e facilidade de reproducdo em uma larga escala
(AKHAVAN et al., 2018). Grande parte dos compostos bioativos, como polifendis e algumas
vitaminas, sdo lipossolUveis e a presenca de lipidios digeriveis facilita a absorcdo desses
compostos pelo intestino (MCCLEMENTS, 2012; ORIANI et al., 2016). O papel dos materiais
hidrofobicos como materiais de revestimento em sistemas alimenticios e farmacéuticos cresceu
na ultima década em vista de suas propriedades fisico-quimicas favoraveis (KNEVIC et al.,
2009; PHAM; CHRISTENSEN, 2014; ZOU et al., 2009). Dentre as fontes lipidicas, o acido
estedrico, acido palmitico e o acido oleico sdo altamente utilizados em produtos alimentares
devido a sua natureza ndo toxica e séo listados pelo FDA (2016) como “aditivos alimentares
permitidos para adi¢ao direta em alimentos para consumo humano”, 0 que garante a utilizagédo
desses lipidios para formacéo de particulas lipidicas para fins alimenticios.

O acido estearico (C18:0) pode ser empregado no processo de spray chilling para atuar

como uma matriz solida, devido ao seu alto ponto de fusdo, para garantir a formacdo de
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particulas solidas. Além de estar presente em concentra¢fes abundantes na manteiga de cacau
(~34%) e algumas gorduras animais, por exemplo, gordura de porco (5 a 24%) e sebo bovino
(6 a 40%), apresenta ponto de fusdo de 69,6 °C. Nos 6leos vegetais, alto nivel de acido graxo
estedrico é resultado da hidrogenacao de 6leos ricos em instauracdo no carbono 18. Em adicéo,
é um &cido graxo saturado que apresenta efeito neutro ou de reducdo dos niveis de colesterol
em comparacao com outros lipidios saturados, sendo que o possivel mecanismo que o diferencia
é a rapida conversdo em &cido oleico (O'BRIEN, 2009; SCRIMGEOUR; HARWOQOOD, 2007).

O 4cido oleico (C18:1) é encontrado na maioria dos lipidios vegetais e animais, sendo
o principal &cido graxo do azeite (70 a 75%) e de varios 6leos de améndoas como macadamia,
pistache, noz-peca e aveld, com mais de 70%. Em geral, os dleos com alto teor de &cido oleico
tém aspectos benéficos para a salde, devido aos seus baixos niveis de acidos graxos saturados
e possivel diminuicdo dos valores de triglicerideos, colesterol LDL e colesterol total, assim
como uma alta estabilidade oxidativa (SCRIMGEOUR; HARWOOD, 2007; O“BRIEN, 2009).

Materiais lipidicos e 6leos vegetais hidrogenados, em particular, ganharam maior
interesse devido ao seu custo acessivel e seguranca. Em adicdo, sua adequacdo em uma ampla
gama de aplicacOes, desde mascarar sabor a liberacdo controlada, apoia fortemente seu uso no
desenvolvimento de novos produtos. No que diz respeito ao seu relativo baixo ponto de fuséo,
varias técnicas diferentes de fabricacdo e revestimento podem ser investigadas para a
microencapsulacdo de ingredientes ativos. Diferentes tecnologias de revestimentos foram
relatadas na literatura, subjacente ao papel das diferencas no teor de triglicerideos e das
gorduras comestiveis (ELVIRI et al., 2015; KANAYA; SATO, 2012).

Microparticulas lipidicas solidas sdo um exemplo de transportadores lipidicos
estruturados (FARIDI ESFANJANI; ASSADPOUR; JAFARI, 2018). E de conhecimento que
as gorduras sélidas sdo cristais dispersos em uma matriz lipidica liqguida (MARANGONI,
2012). O mesmo se aplica as microcapsulas lipidicas, onde a distribui¢do espacial dos cristais
lipidicos presentes na estrutura das particulas esta diretamente relacionada ao aprisionamento
do ativo (AKHAVAN et al., 2018; OKURO; MATOS JUNIOR; FAVARO-TRINDADE,
2013). No entanto, as microcapsulas lipidicas apresentam como desvantagem uma rigida
microestrutura que podem reduzir a capacidade de encapsulamento e promover uma rapida
liberacdo do ativo em virtude das transicbes polimdrficas. Assim, na produgdo de
microparticulas lipidicas sélidas, lipidios de alto e baixo ponto de fuséo para atuar em conjunto
como transportadores podem resultar em uma desorganizagdo na estrutura cristalina que
melhora a retenc¢do ativa, devido a uma modulacdo da rede cristalina lipidica (HU et al., 2005;
RIBEIRO; ARELLANO; GROSSO, 2012; SARTORI et al., 2015).
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Essa desorganizagéo é devido ao fendmeno do polimorfismo, caracteristico dos 6leos e
gorduras vegetais. O polimorfismo pode ser descrito como a capacidade de um material lipidico
de apresentar a mesma composicdo quimica com diferentes estruturas cristalinas e
empacotamento moleculares, classificadas como a, ' e B (CARVALHO et al., 2019;
FENNEMA; PARKIN; DAMODARAN, 2010; SATO; UENO, 2011). A forma o ¢
metaestdvel, com o empacotamento em cadeia hexagonal. A forma ' tem estabilidade
intermediaria e perpendicular ortorrdmbico, enquanto a forma [ tem maior estabilidade e
empacotamento paralelo triclinico. A temperatura de fusdo aumenta com o aumento da
estabilidade (o« — B' — B), como resultado de diferencas na densidade do empacotamento
molecular (MARTINI et al., 2006; RIBEIRO et al., 2015).

Contudo, existe a necessidade de estudar os habitos polimorficos das misturas lipidicas
a serem utilizadas como material de parede, a fim de utilizar o polimorfismo como gatilho de
liberagdo ao invés de desvantagem (BATTAGLIA; GALLARATE, 2012). Assim, além de
influenciar na liberacdo do ativo, o ponto de fusdo dos lipidios é de grande importancia na
formacdo das particulas. O material lipidico deve prover particulas dispersas e com boa
estabilidade fisica ap6s atomizacédo, bem como apresentar polimorfismo na forma mais estavel
(B) para garantir que ndo ocorrera expulsdo do ativo durante a armazenagem (FAVARO
TRINDADE; OKURO; MATOS JUNIOR, 2015).

2.4 Emulsificantes e métodos de homogeneizacéo

Os emulsificantes, aditivos funcionais de extrema importancia na inddstria de alimentos,
sdo moléculas anfifilicas, geralmente com longas cadeias de hidrocarbonetos, caracterizadas
por propriedades hidrofilicas e lipofilicas. Além de suas funcbes de emulsificacdo e
estabilizacdo, os emulsificantes podem modificar o comportamento de fase sélida de um
produto alimentar, de forma a promover diversos beneficios. Em alimentos ricos em gordura,
os emulsificantes podem ser usados para controlar ou modificar as propriedades de cristalizacdo
da fase lipidica (RIBEIRO et al., 2015).

Emulsificantes com diferentes propriedades hidrofébicas podem afetar a dindmica da
cristalizacdo de gorduras e 6leos, acelerando ou retardando esse processo, bem como as
transicdes polimorficas. Além disso, podem atuar como inibidores da proliferagdo de gordura.
Esses compostos promovem alteracfes nas propriedades da superficie de lipidios, resultando
em alteracOes relacionadas ao tamanho e morfologia dos cristais e densidade cristalina (GARTI,
2002; RIBEIRO et al., 2015).
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Dessa forma, para auxiliar a incorporacdo do material do nucleo na matriz lipidica e
garantir melhor estabilidade das emulsdes, o PGPR (poliglicerol polirricinoleato) pode ser
amplamente utilizado como emulsificante, uma vez que apresenta um numero de equilibrio
hidrofilico-lipofilico (HLB, do inglés hydrophile—lipophile balance), entre 2e 4 (METTU; WU,
DAGASTINE, 2018). O HLB é um numero relacionado a estrutura quimica de cada surfactante,
em termos de grupos hidrofilicos e lipofilicos presentes na molécula, e fornece uma indicagéo
sobre a afinidade de sua molécula as fases aquosa ou oleosa. Um surfactante com nimero HLB
baixo (entre 3 e 6) tem mais afinidade pela fase oleosa e, por isso, € mais adequado para
estabilizar emulsdes A/O (4gua em 0Oleo) (MCCLEMENTS, 2005). Pelo mesmo motivo, é
utilizado também na formacado de emulsdes maltiplas do tipo A/O/A (GARTI et al., 1999; MUN
etal., 2010; SU et al., 2006). Nestes sistemas, a fase oleosa geralmente é composta por um éleo
vegetal (soja, girassol) ou uma combinacao de materiais lipidicos, e as concentracdes de PGPR
utilizadas sdo mais altas, de até 10%.

O PGPR é um emulsificante de grau alimenticio preparado por meio da técnica da
esterificacdo de acidos graxos condensados de 6leo de ricino com poliglicerol (WILSON et al.,
1998). Apresenta-se como um liquido limpido e altamente viscoso, insoltvel em agua e etanol,
mas sollivel em éter, hidrocarbonetos e hidrocarbonetos halogenados (MORTENSEN et al.,
2017). No Brasil, a quantidade maxima permitida de PGPR (INS 476, de acordo com o Sistema
Internacional de Aditivos Alimentares) é de 0,4 g/100g em produtos como cremes vegetais e
margarinas (BRASIL, 2005) e de 0,5 ¢/100g em balas, confeitos, chocolates e similares
(BRASIL, 1999).

A emulsificacéo refere-se ao processo pelo qual uma emulsédo é formada a partir de duas
(ou mais) fases separadas, ou 0 processo em que o tamanho da goticula € reduzido em uma
emulsdo existente (homogeneizacdo). A formacdo de emulsdo por homogeneizacdo ¢é
comumente usada na producdo e pesquisa de alimentos para aumentar a estabilidade do produto
e projetar estruturas coloidais. Combinar duas fases imisciveis em uma emulsdo requer dois
fatores: um emulsificante que reduz a tensdo interfacial e evita o risco de recoalescéncia e
energia suficiente para compensar 0 aumento da energia interfacial (HAKANSSON, 2019).

Existem varios métodos empregados para obtencdo das emulsdes, que podem ser
geralmente classificados como abordagens de baixa e alta energia. Métodos de baixa energia,
como emulsificacdo de membrana, emulsificacdo espontanea e inversdo de fase, sdo
frequentemente empregadas e dependem de mudancas nas condigfes ambientais dos sistemas
(emulsionantes contendo 6leo/agua) para a formagéo de goticulas finas (JIN et al., 2016; LAGO
etal., 2018; MCCLEMENTS; RAO, 2011).
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A emulsificacdo de alimentos industriais geralmente ocorre empregando as chamadas
técnicas de alta energia, em que a energia é fornecida em excesso e impulsiona 0 processo.
Dispositivos como agitadores, sistemas rotor-estator e homogeneizadores de alta velocidade e
pressdo sdo comumente utilizados (WALSTRA, 1993). No entanto, esses dispositivos
consomem muita energia, bem como ndo fornecem a flexibilidade necessaria para a obtencao
do tamanho desejado das goticulas e sua distribuicdo (RAYNER; DEJMEK, 2015). O tamanho
das goticulas afeta a estabilidade e, normalmente, 0 menor tamanho e a alta area superficial
proporcionam maior estabilidade.

Dispositivos ultrassdnicos podem controlar efetivamente a distribui¢cdo do tamanho das
particulas e, com isso, melhorar a estabilidade a longo prazo das emulsdes. Muitos estudos
relatam que emulsdes assistidas por ultrassom sdo comprovadas como sistemas adequados para
0 encapsulamento e entrega de varios medicamentos e compostos ativos de alimentos
(ALZORQI et al, 2016; CARPENTER; SAHARAN, 2017; SHANMUGAM,;
ASHOKKUMAR, 2014, 2015; TANG; SIVAKUMAR, 2012;). Em adicdo, nos Ultimos anos,
0 interesse em usar a técnica de ultrassom para processar alimentos liquidos aumentou (WANG,
2008), tendo em vista que, 0 homogeneizador ultrassdnico (também denominado de sonicador)
utiliza ondas ultrassénicas de alta intensidade, ndo toxicas, seguras e ecologicamente corretas
que geram forcas disruptivas e transformam solucBes imisciveis em goticulas pequenas e
estaveis (GOIK; GOIK; TAL-FIGIEL, 2013; YU; HUANG, 2010).

Efeitos cavitacionais induzidos pelo ultrassom oferecem potencial significativo para
produzir emulsdes monodispersas, sem a necessidade de grandes quantidades de
emulsificantes, bem como possuem vantagens consideraveis sobre os métodos convencionais
como a obtencdo de microparticulas, distribuicdo e tamanho de particulas e emulsdes mais
estaveis juntamente com baixo consumo de energia (ABISMAIL, 2020). E um processo de duas
etapas em que a instabilidade de Rayleigh-Taylor impulsiona a formacdo de goticulas da fase
dispersa na fase continua e, posteriormente, na segunda etapa, as gotas geradas sdo quebradas
em minusculas gotas pelas ondas de choque criadas pela cavitagdo transitéria (PATIL;
GOGATE, 2018).

Tal processo de cisalhamento gerado, predominantemente fornecido por cavitagdo, €
definido como um combinado fenémeno de formacdo, crescimento e colapso implosivo das
bolhas em meio liqguido (UMBANHOWAR; PRASAD; WEITZ, 2020). A cavitagéo acustica,
associada a dissipacédo de energia, é considerada a for¢ca motriz no processamento sonoquimico
(SIVAKUMAR; TANG; TAN, 2014). E, em particular, 0 mecanismo essencial de quebra de

goticulas que ocorre durante a emulsificacdo do ultrassom (JAFARI et al., 2008). Em zonas de
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depressdo, se a intensidade exceder um certo limiar, a coesdo do liquido é reduzida e micro-
bolhas bastante estaveis ou transitdrias, contendo gés dissolvido e/ou vapor da fase continua,
aparecem, oscilam e depois implodem (PATIL; GOGATE, 2018).

Embora as emulsdes ultrassénicas sejam menos polidispersas e mais estaveis em
comparagdo com o preparado por outros dispositivos mecanicos (CARPENTER; SAHARAN,
2017; TANG; SHRIDHARAN; SIVAKUMAR, 2013; TANG; SIVAKUMAR; NASHIRU,
2013), a formacao e o tamanho das goticulas dependem principalmente da amplitude e do tempo
de sonicacdo aplicado. Em complemento, a resisténcia a deformacéo das goticulas também
depende da atividade de superficie do emulsificante e de sua concentracdo na fase continua
(LAGO et al., 2018; LEONG et al., 2009; SIVAKUMAR; TANG; TAN, 2014).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

No intuito de incorporar compostos ativos em alimentos e bebidas a partir de substancias
com propriedades corantes e antioxidantes como as betalainas, pigmentos de origem natural
oriundos do descarte de beterrabas, faz-se necessario analisar as principais variaveis espaciais
que influenciam em sua estabilidade. Embora o processo de microencapsulacdo de substancias
bioativas em matrizes complexas possa aumentar sua estabilidade ao longo do armazenamento,
bem como favorecer o processo de liberacdo controlada, hd uma forte e crescente influéncia das
técnicas aplicadas. Dessa forma, vale destacar a importancia das tecnologias de encapsulamento
por spray chilling e homogeneizagdo das emulsdes a partir de dispositivos ultrassonicos,
técnicas ainda pouco exploradas na industria de alimentos.

Com base na literatura apresentada, verifica-se a importancia e o diferencial da técnica
de spray chilling em comparacdo as outras técnicas, princicipalmente, em decorréncia do
emprego de temperaturas relativamente baixas, que favorecem a minimizagdo dos danos
térmicos do material encapsulado. Em complemento, para controlar efetivamente a distribuicéo
do tamanho das particulas e, com isso, melhorar a estabilidade a longo prazo das emulsdes, 0
emprego do ultrassom é apontado como uma ferramenta eficaz, no que diz respeito ao
mapeamento e diagndstico de resultados, ao otimizar a amplitude e o tempo de sonicacdo
empregados durante 0 processo.

Neste ambito, para a obtencdo das microparticulas lipidicas, enfatiza-se também a
influéncia das diferentes proporcdes dos materiais de parede, como o acido estearico e acido
oleico, sobre as propriedades fisicas, microscopicas, estruturais e térmicas, que podem
influenciar diretamente a estabilidade do composto ativo, presente nas microesferas obtidas, em
diferentes condicdes de armazenamento. Neste escopo, novos desenvolvimentos poderdo ser
implementados, visando por exemplo, o uso de produtos encapsulados mais indicados do ponto
de vista tecnolégico, econdbmico e ambiental. Ainda, outras implementac6es serdo empregadas
para incorporar as microesferas como aditivo alimentar, como corante natural ou para
enriquecer os produtos alimenticios. Em geral, esses novos desenvolvimentos e muitas outras

aplicacOes estardo a partir de agora abertas aos trabalhos vindouros.
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SEGUNDA PARTE - ARTIGO

EMULSOES ASSISTIDAS POR ULTRASSOM PARA A MICROENCAPSULACAO
DO EXTRATO DE BETERRABA (Beta vulgaris L.) POR MEIO DA
TECNICA DE SPRAY CHILLING

Norma NBR 6022 (ABNT, 2018)

Resumo

No intuito de incorporar compostos ativos em alimentos e bebidas a partir de substancias
com propriedades corantes e antioxidantes como as betalainas, pigmentos de origem natural
oriundos do descarte de beterrabas, faz-se necessario analisar as principais variaveis espaciais
que influenciam em sua estabilidade. Dessa forma, vale destacar a importancia das tecnologias
de encapsulamento por spray chilling e homogeneizagdo das emulsdes a partir de dispositivos
ultrassénicos. Para tanto, trés variaveis independentes foram estudadas: formulacdes binarias
lipidicas (agentes carreadores), contendo acido esteérico (AE) e acido oleico (AO), preparadas
em homogeneizador ultrassénico, nas proporcoes de 50/50, 60/40 e 70/30, respectivamente;
tempo de permanéncia (1; 2 e 3 min) no homogeneizador e amplitude de poténcia (50% e 70%)
do equipamento. Em seguida, as misturas foram avaliadas quanto a estabilidade cinética (indice
de cremeacdo) e reologia (indice de consisténcia) e, a partir destes resultados, foram
selecionados a amplitude de poténcia e o tempo 6timos, para a obtencéo de sistemas coloidais
ideais visando a microencapsulacdo das particulas em spray chilling. Em geral, 0 aumento na
proporcéao de acido estéarico influenciou diretamente no aumento da viscosidade e estabilidade
da emulsdo. Tal comportamento permitiu fixar os paramentros operacionais do sonicador no
limite de 2,75 min de permanéncia e 50% de amplitude, além de indicar que o AE teria melhor
desempenho na atomizacdo do que o AO. Constatou-se nas analises morfol6gicas, que o
tratamento 70/30 apresentou maior tamanho de particula, formato esférico e superficie lisa; no
entanto, menor rendimento de encapsulamento. A matriz lipidica com maior teor de lipidios
insaturados (AO), principalmente a com 50% deste componente, apresentou uma maior
aglomeracdo das particulas, demonstrando uma consisténcia pastosa e pegajosa, 0 que
dificultou o manuseio. A partir do espectro FTIR foi possivel verificar que o extrato de
beterraba foi incorparado a matriz lipidica, ou seja, demonstrando que a técnica de spray
chilling ndo destruiu as estruturas primarias. Ao longo do tempo de armazenamento, foi
possivel observar maior degradacdo dos pigmentos presentes nas microesferas com 50/50 e
60/40 de AE/AO e, consequente, maior alteracdo visual da cor, quando comparado ao
tratamento 70/30. A pesquisa mostrou que, com alto potencial para uma liberagdo antecipada e
uma maior retencdo das betalainas, o p6 elaborado com menor concentracéo de acido esteérico
mostra-se viavel para a aplicagdo em alimentos refrigerados, como gelatinas, geleias, iogurtes
e sorvetes. Por outro lado, o aumento do &cido estearico promove um maior tamanho de
particulas e, em temperaturas mais altas, teve um melhor aspecto visual, sendo ideal para
alimentos que possam vir a ter boas propriedades de fusédo na boca, como chocolates, leites
aromatizados e massas para bolo. Dessa forma, a técnica de spray chilling mostrou-se como
uma alternativa promissora para a microencapsulacéo do extrato de beterraba e manutencao de
sua estabilidade.

Palavras-chaves: Betalaina. Estabilidade. Microesferas.
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1 INTRODUCAO

Um dos parametros de qualidade da beterraba esta relacionado com os defeitos fisicos
e 0 grau desses defeitos que a hortalica possa apresentar. Com isso, em casos de defeitos fisicos
tais como murchamento e rebrota, ou visuais mais graves e que limitem a comercializagdo do
vegetal in natura, as beterrabas sdo descartadas, independentemente de sua qualidade
nutricional e sanitaria, caracterizando um tipo de perda pos-colheita (ISHWARYA,;
ANANDHARAMAKRISHNAN; STAPLEY, 2015). Este descarte representa o desperdicio de
um potencial produto rico em betalainas, substancias corantes e antioxidantes, que apresentam
uma correlagdo direta com a saude publica, com propriedades antitumorais, antiaterosclerotica,
anti-inflamatoria, dentre outras (RAVICHANDRAN et al., 2013).

Devido ao seu valor nutricional satisfatério e efeitos de prevencdo de doengas, tais
extratos sdo considerados benéficos a saide humana e podem ser aplicados como aditivos
alimentares, corantes e suplementos dietéticos (NEMZER et al., 2011). Além de conferir
melhor qualidade em termos de cor e intensidade, a betalaina € aprovada pela FDA (Federal
Drug Administration), agéncia federal do departamento de Saude e Servicos Humanos dos
Estados Unidos, como corante natural e pode ser aplicada em alimentos lacteos, cosméticos e
produtos farmacéuticos (ESATBEYOGLU et al., 2015). A cor caracteristica do material €
considerada um indicador de frescor e de alto valor nutricional, bem como estimula a
aceitabilidade do produto. Consequentemente, durante a Gltima década, as empresas iniciaram
0 emprego de componentes nativos, como plantas naturais ou pigmentos de origem animal
(RAVICHANDRAN et al., 2013). Os extratos de beterraba séo utilizados para enfatizar a
ascendéncia de tais produtos como sopas de tomate, molhos, pastas, sobremesas, compotas e
doces. Em adicdo, podem ser utilizados para protecdo da descoloracdo da carne e para estender
sua vida util (CHHIKARA et al., 2019; KUMORKIEWICZ et al., 2020; TANG et al., 2015).

No entanto, extratos de compostos ativos apresentam menor vida til, visto que possuem
baixa estabilidade microbioldgica e, portanto, sdo susceptiveis a deterioracéo por variagdes das
condicGes de armazenamento (temperatura, umidade, niveis de oxigénio e luz), volatilizacéo de
compostos e degradacOes causadas por microrganismos (GASSARA-CHATTI et al., 2013).
Assim, com o intuito de preservar os beneficios das betalainas, a microencapsulacao do extrato
de beterraba pode ser considerada uma técnica vidavel. A microencapsulacdo permite o
revestimento de substancias ativas como: particulas sélidas, gotas de liquidos e dispersdes com
um filme protetor, por meio do uso de um agente encapsulante, também conhecido como

material de parede. O material a ser encapsulado pode ser nomeado como: agente ativo, material
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de recheio, ndcleo ou fase interna; assim como, os materiais que formam as microparticulas
podem receber diversas denominagdes, tais quais: cobertura, veiculo, membrana, casca,
carreador ou material de parede (SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014). Técnicas como spray
drying, recobrimento em leito fluidizado e extrusao sao amplamente empregadas no preparo de
microcépsulas.

Com a evolugdo das técnicas de microencapsulacdo surgiu a técnica de spray chilling,
também denominada de spray congealing ou spray cooling (spray a baixas temperaturas), que
vem ganhando muito espaco nas pesquisas de microencapsulacédo de alimentos, por minimizar
0s danos térmicos do material encapsulado em decorréncia do emprego de temperaturas
relativamente baixas em comparacdo as outras técnicas. Além disso, se destaca por seu reduzido
custo, facilidade na execucdo da microencapsulacao e por ndo gerar residuos, visto que elimina
a possibilidade de uso de solventes organicos e agua. Em consequéncia, € muito utilizado para
a microencapsulacdo de extratos vegetais, compostos bioativos, enzimas e microrganismos
probidticos (ALVIM et al., 2016; OKURO; MATOS JUNIOR; FAVARO-TRINDADE, 2013).

A escolha do material de parede é uma das etapas mais importantes no processo de
secagem por spray chilling. Em razdo de suas caracteristicas térmicas, como ponto de fuséo,
sdo consideradas de extrema importancia para a obtencdo de particulas integras e para que
possam proteger o material encapsulado ao longo do armazenamento (OXLEY, 2012). Em
geral, o material de parede é de natureza lipidica, visto que os lipideos apresentam alta
biocompatibilidade minimizando a possibilidade de toxicidade, bem como sdo mais adequadas
a aplicacdo direta em alimentos solidos ou com baixo teor de d&gua. Os materiais lipideos mais
utilizados como carreadores em spray chilling sdo ceras de abelha e carnalba, 6leo de ricino
hidrogenado, cera microcristalizada, cera de parafina, &cido estedrico e alcool esteérico
(OKURO; MATOS JUNIOR; FAVARO-TRINDADE, 2013).

As microcapsulas lipidicas apresentam como desvantagem uma rigida microestrutura
que podem reduzir a capacidade de encapsulamento e promover uma rapida liberacdo do ativo
em virtude das transi¢cbes polimorficas. Assim, na producdo de microparticulas lipidicas
solidas, lipidios de alto e baixo ponto de fusdo, como o &cido oleico, para atuar em conjunto
como transportadores podem resultar em uma desorganizagdo na estrutura cristalina que
melhora a retencéo ativa, devido a uma modulacédo da rede cristalina lipidica (HU et al., 2005;
RIBEIRO; ARELLANO; GROSSO, 2012; SARTORI et al., 2015). A ampla disponibilidade
de diferentes fontes lipidicas na natureza propicia o desenvolvimento de diferenciados materiais

para o revestimento das microparticulas lipidicas.
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No processo de spray chilling, a energia na forma de ar frio é removida forgando a
solidificacdo do material de parede, formando microparticulas lipidicas sélidas que retém e
protegem a substancia ativa (ALVIM et al., 2016). Os estudos sobre microencapsulacdo por
spray chilling sdo recentes e focados, principalmente, na compreensdao do mecanismo de
solidificacdo dos materiais e nas caracteristicas de processo para otimizar as propriedades do
microencapsulado. As perspectivas para o estudo da microencapsulagéo por spray chilling estdo
baseadas na busca de novos materiais e aplicacdo em alimentos e em embalagens (OXLEY,
2012; SARTORI et al., 2015).

Em complemento, tanto do ponto de vista nutricional quanto funcional, é necessario
escolher métodos apropriados para homogeneizar e, em consequéncia, estabilizar esses
compostos ativos (MOCANU et al., 2020). Diversas técnicas de homogeneizacdo de alta
energia tem sido usadas para produzir emulsbes e aplicar em sistemas de encapsulamento.
Dispositivos rotor-estator, sonicador, homogeneizador de alta pressdo e microfluidizador séo
0s mais usados para produzir esses sistemas coloidais. A técnica de ultrassom apresenta alto
desempenho na formacédo de emuls@es, atribuidas ao mecanismo de homogeneizacéo, baseado
no microcisalhamento gerado pelo colapso de microbolhas formadas durante o fendbmeno de
cavitacdo (SILVA; ROSA; MEIRELES, 2015; KALTSA et al., 2013). Goticulas menores
podem ser produzidas pela intensificacdo do processo, devido ao aumento da poténcia nominal
ou do tempo de processo, o que aumenta a eficiéncia de encapsulacdo dos compostos bioativos
(ABBAS et al., 2014; FERNANDES et al., 2016; ROSA et al., 2016; SILVA et al., 2018).

Na area de alimentos, embora seja notério o alto potencial da técnica para contornar
limitacOes e desenvolver novas aplicagdes, os estudos envolvendo a microencapsulacdo por
spray chilling ainda sdo escassos. Em adicdo, em relacdo as substancias ativas oriundas da
beterraba nenhum estudo foi realizado utilizando o spray chilling, o que torna o projeto
inovador. Com base neste contexto, o objetivo deste estudo foi otimizar os parametros
operacionais do processo, amplitude ultrassonica (%) e tempo de sonicagdo (min), para a
obtencdo de emulsbes agua em dleo (A/O) pela aplicacdo da técnica de ultrassom para
microencapsular o extrato de beterraba por meio da técnica de spray chilling empregando

diferentes propor¢des dos materiais lipidicos (&cido esteérico e acido oleico).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

No preparo das microparticulas lipidicas solidas foram utilizados beterraba (Beta
vulgaris L.); acido estearico P.A. (C18:0, 68 °C), &cido oleico P.A. (C18:1, 13 °C) (Exodo
Cientifica, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil) e o emulsificante poliglicerol polirricinoleato (PGPR) de
HLB (balancgo hidrofilico-lipofilico) 1,5 — 2,0 (Danisco Brasil Ltda, Cotia, S&o Paulo, Brasil).
Os reagentes quimicos empregados nos experimentos apresentaram grau analitico: cloroférmio
P.A. - A.C.S (CHCIs) (Synth, Diadema, SP, Brasil), como facilitador da reconstituicdo dos pos;
fosfato de sodio dibasico anidro P.A. (Na2HPO4) (Vetec Quimica Fina Ltda, Sigma Aldrich,
Duque de Caxias, RJ, Brasil); e fosfato de potassio monobasico anidro P.A. (KH2PO)
(Dindmica Quimica Contemporanea Ltda, Indaiatuba, SP, Brasil) para o preparo da solucéo
tampéo fosfato (0,05 M e pH 6,5).

2.2 Extracéo dos compostos ativos

Para a obtencdo do extrato, as beterrabas foram lavadas e higienizadas em solucéo
200 ppm de hipoclorito de sddio durante 10 min, descascadas, fracionadas e processadas em
um centrifugador de alimentos (Philips Walita Juicer model R11858, Royal Philips Electronics,
Barueri, SP, Brasil), seguido da filtracdo em organza e homogeneiza¢do em uma centrifuga
(Centrifuga Excelsa Il 206-BL — Fanem, Guarulhos, SP, Brasil) por 5 min a 3500 rpm, em uma
poténcia de 300 W, para eliminacéo dos s6lidos em suspenséo.

2.3 Planejamento experimental

Primeiramente, para a otimizacdo dos parametros utilizados no processo de obtencéo
das emulsBes agua-em-6leo (A/O), a razdo entre o extrato de beterraba (fase dispersa) e as
misturas lipidicas (fase continua) foi fixada em 30/70 e a porcentagem de emulsificante PGPR
(poliglicerol polirricinoleato) em 4%, de acordo com testes preliminares, bem como trés
varidveis independentes foram estudadas: misturas lipidicas (agentes carreadores), acido
estearico e acido oleico, foram empregadas nas proporcGes de 50/50; 60/40 e 70/30,
respectivamente; tempo de permanéncia (1; 2 e 3 min) no homogeneizador ultrassénico

(sonicador), e amplitude de 50% e 70% do equipamento.
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Um planejamento fatorial completo (3? x 2) foi realizado para modelar as respostas de
interesse, totalizando 18 tratamentos, estudados em 3 repeti¢des por meio de uma superficie de
resposta, conforme demonstra a Tabela 1. As proporc¢des dos materiais de parede e material de
nucleo foram estabelecidos a partir de pré-testes e com base nos resultados apresentados por
Ribeiro, Arellano e Grosso (2012) e por Leonel et al. (2010) para misturas de &cidos graxos
liquidos e sélidos empregadas em spray chilling; os limites minimos e maximos estabelecidos
para 0 equipamento homogeneizador, tempo (min) e amplitude (%) foram definidos a partir da
avaliacdo sobre os parametros criticos para a preparacao de emulsdes contento acido estearico,
descrita por Zhong et al. (2015); e o valor fixo da concentracdo méssica de PGPR foi calculada
em funcdo da massa da fase lipidica, conforme apresentado por Consoli et al. (2016). As
emulsdes, produzidas de acordo com cada tratamento e definido no planejamento experimental
foram avaliadas quanto a estabilidade cinética e viscosidade e, a partir destes resultados, foram
selecionados a amplitude e o tempo 6timos a serem utilizados no sonicador para obtencédo de
sistemas coloidais ideais, visando a microencapsulagdo das particulas em spray chilling.

Tabela 1 - Delineamento experimental aplicado para o preparo das emulsdes elaboradas com
30% de extrato de beterraba, 70% de agentes carreadores e 4% de emulsificante.
Agentes carreadores

Sonicador (9-100 g* de solucdo)
Amplitude (%) Tempo (min) AC'dO(EEt)e arico Acuzg\g;elco

35 35

1 42 28

49 21

35 35

50 2 42 28
49 21

35 35

3 42 28

49 21

35 35

1 42 28

49 21

35 35

70 2 42 28
49 21

35 35

3 42 28

49 21

Fonte: Do autor (2021).
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Em suma, as etapas do experimento para a obtencdo das emulsdes e microesferas,

Emulsoes com 30% Extrato de Beterraba e
70% Material de Parede Lipidico
Proporcéo mistura lipidica (AE/AO):
50/50, 60/40 e 70/30
Extragao do Composto Ativo
4% Emulsificante PGPR

Definicdo das Condigdes de
Preparo das Emulsdes

Banho maria incubador com
movimentagao orbital circular: 70°C

Agitador magnético 750 rpm por 3 minutos

| \ Pré- Homogeneizagao das Fases
I {

Tempo de Per éncia: 1, 2 e 3 mil

elaboradas com extrato de beterraba e materiais lipidicos, estdo representadas na Figura 1.

Amplitude de Sonicacdo: 50% e 70%
Preparo das Emulsdes | Avaliagdo sobre os Pard Criticos do
Estabilidade Cinética
c o o Ranlbal
Amplitude e Tempo Otimos:
50% e 2,75 minutos Otimizagdo dos
Parametros Operacionais

Microscopia Otica

Ponto de Fusdo
FTIR

Otimizagdo das Emulsdes

Produgao das Microparticulas Lipidi:

Solidas por Spray Chilling

Definigdo das Condigoes de Preparo das
Emulsdes para Atomizagao

Temperatura de Entrada dos Tratamentos:
50/50 e 60/40: 75°C; 70/30: 80°C
Dia 0 do bico atomizador: 3mm
Pressao e Vazao de ar de resfriamento:

Temperatura de Saida das Microesferas:
14°Ct1°C

216kPa e 35.000 L-h-1, respectivamente. |
Calculo do Rendimento do Processo

Parametros Operacionais do
Spray Chilling

MEV
Diametro Médio e indice de Polidispersao
Potencial Zeta
FTIR
Sélidos Soluveis (SS)
Atividade de Agua (aw) e pH
indice de Peréxido
Teor e Retencao de Betalainas

Caracteriza¢do das MPLs.

Teor e Retengdo de Betalainas
Tempo de Meia Vida nas
temperaturas de 5, 25 e 45°C
Atributos de Cor

¥

Estabilidade das Microesferas e
Degradagéao do Composto Ativo
em Dif Condigdes de A

contendo extrato de beterraba.
Fonte: Do autor (2021).

Figura 1 — Fluxograma das etapas do experimento aplicado para a producao de microparticulas lipidicas
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2.4 Preparo das emulsdes

Os agentes carreadores (acido estearico e acido oleico) e o emulsificante PGPR, fase
continua, foram fundidos e homogeneizados (Tabela 1), por meio de aquecimento a 70 °C em
um banho-maria incubador com movimento orbital circular (Biomedice 501-D,
Ethiktechnology, VVargem Grande Paulista, SP, Brasil), a fim de impedir a cristaliza¢do do &cido
estedrico. Em seguida, a pré-homogeneizacdo das fases continua e dispersa (extrato de
beterraba), foi realizada em agitagdo magnética constante (Diagtech DT3120H, S&o Paulo, SP,
Brasil) operando a 15 000 rpm por 3 min. Para a obtencdo dos sistemas emulsionados, foi
empregado um homogeneizador ultrassénico de ponta (Digital Sonifier Cell Disruptor 450D,
Branson, Manchester, Reino Unido), que opera a 20 kHz com uma poténcia maxima de 400 W,

de acordo com os tratamentos definidos no planejamento experimental.
2.4.1 Estabilidade cinética

As emulsbes, imediatamente apos o preparo, foram transferidas para tubos cilindricos
(diametro interno de 17 mm), que foram selados e mantidos por 1 h a 70 °C (AOCS, 2004),
sendo 0 aquecimento necessario para impedir a cristalizacdo dos componentes lipidicos da
emuls&o. Como no processo de resfriamento por spray chilling, o tempo compreendido entre a
preparacdo da emulsdo e a atomizacdo ndo excede 30 min (CONSOLI et al., 2016), avaliar a
estabilidade cinética por 1 h foi considerado suficiente para determinar as condicdes de
preparacdo das emulsdes. Para tanto, utilizou-se uma régua para obter a medida da altura das
fases da emulsdo, em que a altura da fase continua foi medida a cada 30 minutos até completar
a primeira hora apds o preparo. A separacao da fase aquosa foi medida para todos os ensaios e
expresso como o indice de cremeacao (IC), calculado como uma porcentagem da razdo entre

altura da fase aquosa (H) e a altura total (Ho), como mostrado na Equacéo 1:

IC (%) =Hix100 1)

0
2.4.2 Comportamento reoldgico

O estudo do comportamento reoldgico das amostras foi realizado a 70 °C, em condigdes

estacionarias, utilizando o viscosimetro rotacional (Brookfield DV 11l Ultra, Brookfield
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Engineering Laboratories, Stoughton, USA), equipado com um adaptador para pequenas
amostras 13R/RP e sensor de cisalhamento coaxial SC4-18, acoplado a um banho termostatico
(Brookfield EX 200, Brookfield Engineering Laboratories, Stoughton, USA) para controle de
temperatura da amostra. As medicdes foram realizadas usando um sensor cone-placa. Para
quebrar a tixotropia, eliminando a influéncia do tempo no comportamento de escoamento das
emulsBes e nanoemulsdes, cada amostra foi submetida a rampas continuas de cisalhamento
(crescente, decrescente e crescente) com taxa de deformacao variando entre 0 a 200 s2, durante
2 min para cada curva (CONSOLI et al., 2016; SILVA et al., 2015). Os dados da segunda curva
crescente foram utilizados no ajuste dos modelos Lei de Newton (Equagéo 2), Lei da Poténcia
(Equacéo 3) e Herschell-Buckley (Equagéo 4).

o=uy 2
o = ky" (3)
o = oy +kj" (4)

Em que, o (Pa) é a tensdo de cisalnamento, 7 (s 1) é a taxa de deformacéo, £ (Pa-s) é

a viscosidade newtoniana, k € o indice de consisténcia (Pa-s"), n (adimensional) é o indice de

comportamento de fluxo, e o, (Pa) é a tensdo inicial de escoamento.

2.5 Otimizacdo das emulsdes

Apbs a otimizagdo dos pardmetros operacionais do homogeneizador ultrassonico
(amplitude e o tempo 6timos), a partir das analises de estabilidade cinética e comportamento
reoldgico, foi tracado um novo delineamento experimental, tornando fixo o melhor tempo e
amplitude do sonicador no preparo das emulsdes. Assim, as emulsdes de cada proporgédo
lipidica obtidas (3 tratamentos), foram caracterizadas e empregadas na alimentacdo do
atomizador para a microencapsulacdo do extrato de beterraba. A Tabela 2 resume as novas
condigdes de preparo das emulsdes que foram designadas ao spray chilling. As condicoes
estabelecidades foram amplitude (50%) e tempo do sonicador (2,75 min), bem como a

proporcao 30% de extrato de beterraba, 70% de agentes carreadores e 4% de emulsificante.
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Tabela 2 — Delineamento experimental aplicado para a producdo de microparticulas lipidicas
contendo extrato de beterraba.

Sonicador Agentes carreador?s Agente de nl’JcIeo~
(9-100 g~* de solugio) (9-100 g* de solugdo)
i Acido Esteéarico Acido Oleico
Am(p;z;ude -';?n'?r?)o (AE) (AO) Extrato de beterraba
35 35
50 2,75 42 28 30
49 21

Fonte: Do autor (2021).

2.5.1 Microscopia otica

A morfologia das emulsGes foi realizada por microscopia Optica, utilizando-se o
microscopio de luz polarizada (Olympus America Inc. BX51, Center Valley, USA), e técnica
DIC (microscopia de contraste de interferéncia diferencial), acoplado a um sistema de captacéo
de imagens, software Zen 2010 (ImageProgram). As laminas foram preparadas com
aproximadamente 1 mm? de 4rea de amostra da emulsio, sendo a laminula colocada suavemente
sobre a amostra, para que ndo houvesse ruptura da estrutura da emulsdo. A medicdo foi

realizada imediatamente apds manufatura dos tratamentos.

2.5.2 Ponto de fusédo — “Melting Point”

O ponto de fusdo de cada mistura lipidica obtida foi determinado por meio do medidor
de ponto de fusdo analégico (Cienlab — Tecnopon PFM-II, Piracicaba, SP, Brasil), no intuito
de auxiliar no processo de aplicagdo em spray chilling. O equipamento é projetado para
determinacéo do ponto de fusdo de 3 amostras simultaneas por aquecimento a seco. As amostras
foram colocadas em capilares de vidro e aquecidas, sendo em seguida observado 0 momento

da fuséo através da lupa e realizada a leitura da temperatura em termdmetro.

2.6 Producdo das microparticulas lipidicas solidas por spray chilling

As emulses (3 tratamentos) obtidas foram empregadas na alimentacdo do atomizador
para a microencapsulacéo do extrato de beterraba. A temperatura das amostras variou de acordo
com o ponto de fusdo de cada mistura lipidica (pré-determinado). A temperatura de 75 °C foi

mantida para os tratamentos com proporcao de 50/50 e 60/40 de &cido estearico e acido oleico,
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respectivamente; e a temperatura de 80°C para o tratamento com 70/30. As condicGes de
processamento do spray chilling (Labmag, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) foram baseadas na
pesquisa desenvolvida por Alvim et al. (2016). Para a obtencdo das microesferas sélidas
lipidicas, a emulséo foi pulverizada em uma camara fria a 14 °C £ 1 °C, por meio de um
atomizador com diametro de bico de 3,0 mm, pressdo de ar de 216 kPa e vazdo de ar de
resfriamento de 35 000 L-h-1. As amostras produzidas em cada processo foram coletadas e

armazenadas sob refrigeracdo para posterior caracterizagéo.

2.6.1 Rendimento de processo

O rendimento de processo foi calculado como a razdo entre a quantidade de
microparticulas coletadas, apds o processo de microencapsulacdo em spray chilling, e a
guantidade de mistura ou emulsdo atomizada (PELLICER et al., 2019). Vale ressaltar que o
rendimento foi baseado na massa de particulas coletada no coletor (rendimento no coletor) e a

massa total coletada no coletor, na cdmara e no ciclone (rendimento global).

2.6.2 Morfologia

A visualizacdo da morfologia das microparticulas lipidicas sélidas foi realizada por
meio da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras foram montadas
em stubs de aluminio com fita dupla-face de carbono, metalizadas em aparelho evaporador de
ouro (Baltec Sputter Coater SDC 50, Balzers, Liechtenstein) e observadas no microscépio
eletronico de varredura (LEO EVO 40 XVP, Carl Zeiss, Jena, Alemanha) com captura
eletronica de imagens com ampliacdo de 1500x e uma tens&o de aceleracdo do laser de 15 kV
(ORIANI et al., 2016).

2.6.3 Diametro médio das microesferas e indice de polidispersao

O diametro médio (nm) e o indice de polidisperséo (IP) foram determinados pela técnica
de espalhamento dindmico da luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), a 25 °C, em um
angulo de incidéncia do laser de 173°, utilizando um contador de particulas com raio laser
monocromatico Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, Worcestershire, Inglaterra). As
determinac6es foram realizadas apés dilui¢do 1:100 em solugdo aquosa de Tween 80 (1% p/v),

em triplicata, e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (MATOS-JR et al.,
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2017). O valor méximo aceitavel para considerar a amostra monodispersa foi IP igual ou
inferior a 0,3.

2.6.4 Potencial zeta

O potencial zeta (¢ - mV) foi determinado pela técnica de DLS associado a mobilidade
eletroforética, medindo a direcdo e a velocidade dos movimentos das microparticulas quando
submetidos ao campo elétrico aplicado, utilizando o Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments;
Worcestershire, Inglaterra), em angulo fixo de 173° e temperatura de 25 °C (MATOS-JR et al.,
2017). As determinacdes foram realizadas e expressas da mesma forma que para determinacao

do didmetro das microparticulas.

2.6.5 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As amostras do extrato de beterraba, acido esteérico, acido oleico e as 3 diferentes
formulagcGes dos pos foram analisadas por FTIR. As amostras foram analisadas a partir de
pastilhas de KBr no equipamento Fourier Transform Infrared Spectrophotometer (IRAffinity-
1S, Shimadzu, Quioto, Japdo) com faixa espectral entre 4 000 cm~ a 400 cm™, 16 scans e

resolucdo de 4 cm™,

2.6.6 Solidos soltveis

O analisador de umidade infravermelho halgeno (13100, Gehaka, Uberaba, MG, Brasil)
que determina os teores de umidade ou solidos totais de produtos granulados, em p6, liquidos e
outros, foi utilizado para determinar os teores de solidos sollveis do extrato, das misturas
lipidicas e das amostras em p6. O teor de solidos soltveis foi expresso em porcentagem em

base seca a 105 °C, em uma taxa de auto-dry de 0,10%/min.

2.6.7 Atividade de 4gua e pH

A atividade de agua (aw) das microesferas foi determinada por um equipamento de
medicao de atividade de &gua (AquaLab 4TE, Decagon, Pullman, EUA) a 25 °C £ 0,5 °C. A
leitura do pH foi realizada diretamente por processo eletrométrico, em potencidémetro digital
(lon meter S220, Mettler Toledo®, Barueri, SP, Brasil) utilizando eletrodo de imerséo.
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2.6.8 Indice de peroxido

A determinacdo do indice de peroxidos das microparticulas foi realizada em
espectrofotémetro (Shimadzu UV-VIS SP 2000, Bel Photonics Piracicaba, Brasil) de acordo
com o método padrdo IDF 74A:1991. Cerca de 0,5 g de amostra foram colocadas em um tubo
de ensaio contendo 5,0 mL de etanol e agitada até dissolucéo total das microparticulas. Em
sequida, as fases foram separadas por centrifugacdo (3000 rpm por 2 minutos). Uma aliquota
de 100 pL do sobrenadante foram adicionados a 4,8 mL de uma mistura de cloroférmio/metanol
(7:3 vIv), sendo realizado em triplicata. Para a formagé&o de cor, foram adicionados 25 pL de
solugdes de cloreto de ferro (I1) e 25 pL de tiocianato de aménia. A amostra foi mantida em
repouso no escuro por 5 minutos e entdo foi medida a absorbancia a 500 nm em um
espectrofotdmetro. Uma curva padrio de absorbancia versus concentragio de Fe*® foi

construida. O indice de peréxido (IP, meq-kg™) foi calculado a partir da Equacio 5:

IP(meq/kg) = % (5)

Em que IP é o indice de peroxido (meq/kg), Aa é a absorbancia da amostra, A, € a
absorbancia do branco; a é o coeficiente angular da curva padrdo e m é a massa da amostra. As
massas de Oleo das microparticulas e dos 6leos AE e AO adotadas para os calculos foram

0,007 g e 0,01 g, respectivamente.
2.6.9 Teor e retencdo de betalainas

O método espectrofotométrico descrito por Elbe (2001) utilizando espectrofotdmetro
(Shimadzu UV-VIS SP 2000, Bel Photonics Piracicaba, Brasil) foi aplicado para determinar o
teor de betacianinas (pigmento violeta) e betaxantinas (pigmento amarelo), expressos em
termos de betanina e vulgaxantina-I, respectivamente. A concentracao total de betalainas no
extrato de beterraba foi calculada a partir da soma de betacianinas e betaxantinas, e todos os
resultados foram apresentados em base seca (b.s.). Para tanto, 0,3 mL do extrato foi diluido em
50 mL de solucéo tampao fosfato 0,05 M (pH 6,5); ja para reconstitui¢do dos pos, 1 g de amostra
foi diluida em 50 mL de solugdo tampdo fosfato 0,05 M (pH 6,5) acrescida de 0,5 mL de
cloroférmio e agitada por 1 min em Vértex, para a completa homogeneizacdo. Em ato continuo,

a solucdo foi deixada 2 h em banho ultrassonico, 40 °C e filtradas, 2 vezes, utilizando papel
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filtro, para remogéo do excesso de material de parede. Para a medicdo do teor dos compostos
obteve-se a leitura das absorbancias nos comprimentos de onda de 538 nm (betanina) e 476 nm
(vulgaxantina-1). Além disso, a absorbancia em 600 nm foi obtida e utilizada para correcéo dos
valores de absorbancia obtidos devido a pequenas quantidades de impurezas que possam estar
presentes nas amostras (CALVO; PERULLINI; SANTAGAPITA, 2018). As Equacdes 6, 7 e
8 foram utilizadas para o célculo:

_ [[1.095x (A — Auo)] < fy x1000] 1 (6)
5 1120 TSC
(Aus —0,258x Agyg —0,742x Ay ) x fy x1000] 1 )
= X
v 750 TSC
C; = Cg+C, 8

Em que, Cg € a concentragéo de betanina, Cv-1 € a concentracéo de vulgaxantina-1 e Ct
é a concentracio total de betalainas, todas expressas em mg-100 gt d.b. Os valores de 1,095,
0,258 e 0,742 correspondem aos fatores de correcdo, e Aszs, Assg € Asoo COrrespondem a
absorbancia da amostra em 476, 538 e 600 nm, respectivamente. O termo fq representa o fator
de diluicdo e a conversao entre gramas e miligramas serdo incluidos. Além disso, 1120 e 750
sdo os valores de absortividade (A!”) para betanina e vulgaxantina-1 nos comprimentos de
onda de 538 e 476 nm, respectivamente. Para obter os resultados em base seca, a concentracédo
de pigmento foi dividida pelo teor total de sélidos (TSC), calculado para cada tratamento. A
partir dos dados obtidos, a porcentagem de retencdo de betalainas (RB%) nas microparticulas

foi calculada conforme apresentado pela Equacéo 9:

C
RB(%) = Mxﬂ)o (10)

T extrato

Em que Cr, microparticulas e Cr, extrato correspondem a concentracéo total (em base

seca) de betalainas no pé e na solucdo antes da microencapsulacao, respectivamente.
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2.7 Estabilidade das microesferas ao longo do armazenamento

O estudo da estabilidade das microparticulas lipidicas sélidas foi realizado ao longo do
armazenamento de 28 dias (0; 7; 14; 21 e 28 dias) sob trés diferentes temperaturas (5 °C; 25 °C
e 45 °C). Primeiramente, 1,5 g de cada tratamento foram acondicionados em sacos plasticos
transparente de polipropileno devidamente selados (dimensdes 55 x 55 mm), e envolvidos em
papel aluminio para auséncia de luz. Em seguida, foram armazenados em incubadora B.O.D.
(CA705, Caltech Lab, Uberlandia, MG, Brasil) nas trés temperaturas (VERGARA et al., 2014).
Os resultados para a quantificacdo de betalainas em cada tratamento, de acordo com o tempo e
temperatura de armazenamento, foram expressos em termos de retencdo de betalainas, definida
como a razdo entre a concentracdo do composto ativo em um determinado tempo (Ci,
mg-100 g1) e sua concentragdo logo apds a obtencdo das microesferas — tempo zero (Co,
mg-100 g1). Em complemento, considerando que a degradacdo das betalainas segue uma
cinética de primeira ordem (POPA; MOLDOVAN; DAVID, 2015), a meia-vida (t12) do
composto ativo foi determinado de acordo com as Equacdes 11 e 12 (CARMO et al., 2018).

Ct
kt:—ln(c—oj (11)
tyy = ['”72] (12)

Em que k (dias™) é a constante da taxa de primeira ordem, t (dias) é o periodo de
armazenamento e ti» (dias) € a quantidade de tempo necessario para degradar 50% da

concentracdo inicial de betalainas.

2.7.1 Atributos de cor

A coloragdo de cada tratamento, acondicionados em placas de petri, foi determinada em
trés pontos distintos por meio do colorimetro (NIX Pro Color Sensor, Hamilton, Canada) com
iluminante D50 e angulo de observacdo 2°, para obtencdo dos parametros CIELab. Como os
pardmetros de cor avaliados em conjunto possibilitam uma correlacdo direta com o aspecto
visual de produtos alimenticios (PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013; PATRAS et al., 2011;
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VEGA-GALVEZ et al., 2014;), a diferenca total de cor (4E) foi calculada a partir da
Equacdo 13 (MASKAN, 2001):

AE" = J(AL')? + (Aa")? +(Ab")?] (13)

Em que AE™ indica a magnitude da diferenca de cor entre as amostras ao longo do tempo
de armazenamento e podem ser analiticamente classificados como: muito diferentes (AE > 3);
diferente (1,5 > AE < 3); e pouco diferente (AE < 1,5 ) (PATRAS et al., 2011).

2.8 Analise estatistica

A metodologia de superficie de resposta (MSR) foi escolhida para avaliar os padrdes de
resposta e determinar a combinacdo 6tima das variaveis (tempo de sonicacdo e amplitude de
poténcia do equipamento). Uma equacéo de regressdo polinomial (Equacéo 14) foi ajustada de

forma generalizada aos dados para avaliar cada parametro testado.
Y =a+bx+cz+dw+exz + ixw+ gzw+ hxzw+ix? + jz° + kw? (14)

Em que, Y corresponde aos parametros analisados, x é a proporc¢ao de &cido estearico
em relacdo ao acido oleiro (%), z € o tempo de sonicacdo (min), w é a amplitude (%) do
equipamentoe a, b, c, d, e, f, g, h, i, j e k sdo os coeficientes do modelo. A analise de variancia
(ANOVA) foi utilizada para examinar a significancia estatistica dos termos na equacéo de
regressao utilizando o software estatistico Statistical Analysis System (SAS University Edition,
Cary, USA, 2016).

Os efeitos dos diferentes tratamentos foram avaliados por analise de ANOVA e teste de
médias (Tukey, p < 0,05) com o auxilio do SAS. As curvas ajustadas e 0s parametros reoldgicos
dos modelos ajustados foram obtidos utilizando o SAS. Os graficos foram plotados usando o
programa SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., Califérnia, EUA, 2008). O experimento foi

realizado em trés repeticGes e para cada repeticdo foram realizadas analises em triplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos da proporc¢ao dos agentes carreadores lipidicos e dos parametros operacionais

do processo sobre a formacéo da emulséo

A andlise inicial das varidveis independentes (agentes carreadores lipidicos, tempo e
amplitude de poténcia do sonicador) foi avaliada por meio das variaveis respostas: IC (indice
de cremeacdo, %) e k (indice de consisténcia, Pa-s"). O planejamento fatorial do experimento
com cada varidvel independente, bem como os valores médios e desvio padrdo encontrados

para IC e k de cada tratamento, estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Delineamento experimental aplicado para os efeitos da proporcdo dos agentes
carreadores lipidicos e dos parametros operacionais do processo sobre a formacédo

da emulséo.
Variaveis Independentes Variaveis Respostas
Tratamento AE Ao Tempo  Amplitude IC* k
(min) (%) (%) (Pa-s")
1 50 50 1 50 14,00 (+0,01) 0,425 (£0,098)
2 50 50 2 50 15,00 (%1,63) 0,369 (£0,045)
3 50 50 3 50 16,00 (+0,82) 0,187 (x0,012)
4 50 50 1 70 13,50 (£1,25) 0,448 (+0,095)
5 50 50 2 70 14,50 (£0,67) 0,378 (+0,014)
6 50 50 3 70 18,00 (+0,89) 0,258 (+0,039)
7 60 40 1 50 13,00 (£0,78) 0,543 (+0,110)
8 60 40 2 50 12,00 (1,23) 0,452 (+0,001)
9 60 40 3 50 13,00 (%1,76) 0,389 (+0,130)
10 60 40 1 70 15,00 (£1,91) 0,597 (x0,182)
11 60 40 2 70 15,00 (0,97) 0,476 (£0,123)
12 60 40 3 70 16,00 (£1,54) 0,419 (+0,045)
13 70 30 1 50 4,50 (+0,11) 0,760 (0,310)
14 70 30 2 50 5,00 (£0,27) 0,564 (0,205)
15 70 30 3 50 7,10 (£1,02) 0,490 (0,037)
16 70 30 1 70 4,40 (+0,32) 0,880 (+0,618)
17 70 30 2 70 8,00 (+0,15) 0,592 (+0,306)
18 70 30 3 70 9,00 (0,29) 0,558 (+0,201)

Valores médios * desvio padrdo; n = 3; AE = &cido estearico, AO = acido oleico, IC = indice de
cremeacdo, k = indice de consisténcia. “As médias englobam as medicdes no tempo de 30 min e 60 min.
Fonte: Do autor (2021).
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O intervalo experimental obtido para o IC variou de 4,40% a 18,00%, assim como o
k variou de 0,187 Pa-s" a 0,880 Pa-s"; portanto, houve influéncia da proporcdo dos agentes

carreadores lipidicos (&cido estearico e acido oleico) e dos parametros operacionais (sonicador)

sobre a formacéo da emulsdo. A equacao de ajuste do modelo para estas variaveis respostas é

apresentada na parte superior da Figura 2, que demonstra o comportamento dos valores

experimentais em comparagdo aos valores preditos. O modelo de otimizacéo sugerido foi um

polindbmio quadratico (p < 0,0001), que apresentou bom coeficiente de determinacéo

(R2=0,9456 e R2=0,9463) para IC e k, respectivamente.
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Figura 2— Comparacao dos valores preditos e experimentais para: (A) indice de cremeacdo — IC (%) e
(B) indice de consisténcia — k (Pa-s") das emulsbes preparadas. x = propor¢do do acido
esterérico (%), z=tempo (min) e w=amplitude (%) do homogeneizador ultrassénico,
R? = coeficiente de determinacéo.

Fonte: Do autor (2021).
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As equacdes do modelo revelam que individualmente o tempo (z) e a amplitude (w) de
sonicacdo nédo influenciaram significativamente (p > 0,05) os valores de IC (Figura 2A) e k
(Figura 2B), neste sentido, ocorreu apenas a dependéncia dessas varidveis respostas em relacéo
aos efeitos isolados da proporcao dos agentes carreadores (x). Para IC, a interacdo entre as
variaveis tempo e amplitude de sonicacdo (zw) teve efeito positivo; enquanto parak, a interacdo
da proporcdo do agente carreador com o tempo (xz) e com a amplitude (xw) do sonicador
apresenta magnitude negativa e positiva, respectivamente. Em resumo, com base nos valores
numéricos dos coeficientes das equagdes e nas constatacdes apresentadas sobre os efeitos
isolados de cada variavel e das interacdes entre elas, € possivel inferir que o aumento na
proporcéo de &cido estedrico resultou em valores maiores de k com consequente diminuicéo do
IC. J& o aumento na propor¢do do agente carreador, juntamente com um alto tempo de
sonicacao ou com uma baixa amplitude, culmina em menores valores de k; enquanto o aumento
do tempo, juntamente com uma alta amplitude, proporciona maiores valores de IC. Tal
comportamento pode ser visualmente entendido por meio das superficies de resposta para IC e

k, apresentadas na Figura 3 e Figura 4, nesta ordem.

190y DA

A

Figura 3 — Superficie de resposta para o indice de cremeacéo (IC) das emulsGes em funcdo da interagdo
entre as variaveis independentes tempo x amplitude.
Fonte: Do autor (2021).
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Figura 4 — Superficies de resposta para o indice de consisténcia (k) das emulsdes em funcdo da interacdo

entre as variaveis independentes (A) concentracdo de &cido estedrico x tempo, e
(B) concentracédo de acido estearico x amplitude.

Fonte: Do autor (2021).

Desta forma, as curvas das Figuras 3 e 4 indicam que para as propor¢des estudadas de
acido esteéarico e acido oleico (50/50, 60/40 e 70/30), os parametros operacionais do sonicador

devem ser fixados no limite de 2,75 min (tempo) e em 50% (amplitude).

59
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3.1.1 indice de cremeagéo (Creaming stability)

De acordo com os resultados de indice de cremeacdo (Tabela 3), a maioria das emulsdes
apresentou separacdo de fases, com a formacao de uma fase inferior aquosa (suspenséo de
extrato de beterraba) e uma fase superior contendo acido esteérico e acido oleico. Em relacéo
ao tempo de observagao, de maneira geral, as emulsdes produzidas com a amplitude da sonda
de 70%, especialmete em 3 minutos de permanéncia no ultrassom, apresentaram maior
separacdo de fases, do que as produzidas com amplitude de 50%. Isso significa que, a medida
que se aumenta a amplitude do sonicador, maior o indice de cremeacgdo, o que indica maior
agregacao das gotas de dleo, logo resulta em um sistema mais instavel. Em adicéo, observa-se
que, os tratamentos preparados com a amplitude de 50%, e permanéncia até 2,75 min no
sonicador tendem a apresentar maior estabilidade (Figura 3).

Geralmente, existe uma relacédo inversa entre o tempo de sonicagao e o tamanho da gota
da emulsdo. Com mais tempo de sonicacdo, a quantidade de energia ultrassénica na amostra
sobe para aumentar o numero de gotas interrompidas. Consequentemente, o tamanho das
goticulas de emulsao diminui (SHANMUGAM; ASHOKKUMAR, 2014). Resultados similares
foram encontrados por Gharsallaoui et al. (2012) com isolado proteico de ervilha e xarope de
glicose: para uma concentracdo fixa de 6leo e proteina, em uma homogeneizacao continua, 0
tamanho das goticulas de 6leo diminuiu e a area interfacial aumentou. Uma vez que as gotas
caem abaixo de um certo tamanho, ndo ha emulsificante presente para cobrir completamente
sua superficie, e assim eles tendem a se aglutinar com seus vizinhos.

Esta ocorréncia provavelmente se deve a um excesso de processamento, onde uma
homogeneiza¢do muito intensa promove 0 choque entre as gotas e aumento da temperatura,
levando a sua re-coalescéncia. Silva et al. (2016), obteve resultados parecidos no
encapsulamento assistido por ultrassom de 6leo de semente de urucum. Os resultados sugeriram
que a taxa de adsorcao do emulsificante era menor do que a velocidades de ruptura das goticulas
sob as condicOes de processamento mais intensas, ou seja, quanto maior a energia fornecida ao
sistema, mais rapido as gotas se rompem; com isso, a taxa de adsorcdo dos biopolimeros na
superficie da gota é menor do que a taxa de ruptura. Assim, junto com a turbuléncia promovidas
pela homogeneizagdo, essas caracteristicas resultam na coalescéncia das goticulas quando
colidem.

O aquecimento do sistema gerado pelo aumento do tempo de permanéncia e amplitude
aplicada do ultrassom, pode causar maior desestabilizagédo e maior colisdo das gotas (over-

processing). Ralla et al. (2017; 2018) observaram que, ao examinar as propriedades interfaciais
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e a formagdo de emulsdes contendo extrato de beterraba e farelo de aveia, a instabilidade das
emulsBes estava associada ao aumento de temperatura (> 50 °C), atribuida a degradacdo da
beterraba vermelha. Isto ocorreu porque o extrato de beterraba contém quantidades
consideraveis de saponinas tensoativas, bem como a desnaturacdo de proteinas, que em altas
temperaturas pode levar a um rearranjo estrutural e formar agregados sollveis e insolveis. A
combinacdo de ambos os efeitos pode levar a uma atividade de superficie alterada por causa da
hidrofobicidade destas moléculas tensoativas, que eventualmente podem levar a uma pior
estabilizacdo da emulséo.

A concentracdo de emulsificante utilizada € inferior ao valor ideal de 10 g PGPR por
100 g de lipideo encontrado por Benichou, Aserin e Garti (2001), que avaliou a producéo de
emulsdes A/O compostas por 30% de fase aquosa, com diferentes fases oleosas. No presente
trabalho, a presenca do extrato de beterraba na fase aquosa provavelmente influenciou na
obtencdo de emulsBes cineticamente estaveis com menor concentracdo de PGPR. Esses
componentes podem ter agido como co-tensoativos no sistema estudado, ou seja, exerceram
atividade de superficie na interface das goticulas, o0 que sugere a necessidade do aumento de
emulsificante para este sistema.

A coalescéncia das gotas foi evitada pela viscoelasticidade da interface, que é atribuida
a capacidade das cadeias hidrofobicas do PGPR de ancorar-se as cadeias alifaticas de acidos
graxos que compdem o material lipidico (MARQUEZ, et al., 2010; SCHERZE; KNOTH,;
MUSCHIOLIK, 2006). A porcdo hidrofilica do PGPR, constituida por poliglicerol, é
responsavel por contribuir para que os grupos hidroxila tenham se ligado as moléculas de 4gua
através da formacdo de ligacdes de hidrogénio, que interage com as unidades de glicerideos do
material lipidico e fortalece a interacdo complementar na interface 6leo-agua, resultando um
uma interface bem estruturada. (RAVIADARAN et al., 2019). Nos glicerideos liquidos, como
os acidos oléico e linoléico, predominam os ésteres de acidos graxos insaturados, ja nos
glicerideos solidos como os &cidos estearico e palmitico, predominam os ésteres de &cidos
graxos saturados.

Em um estudo adicional, realizado por Raviadaran et al. (2019) e fundamentado por
Ushikubo e Cunha (2014) para avaliar a interagdo de caudas hidrofdbicas entre 6leos e PGPR
na interface 6leo-agua, os autores concluiram que uma cadeia linear saturada, como a cadeia de
hidrocarbonetos da parafina liquida, ndo promove forte ancoragem entre as cadeias de acidos
graxos de PGPR e, portanto, ndo formam uma emulsdo A/O estavel com PGPR. Enquanto, as
cadeias de acidos graxos do 6leo de palma, ramificadas com insaturacdo promovem emulsdes

mais estaveis.
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Estes resultados refletem as diferencas encontradas em cada tratamento das emulsfes
desenvolvidas neste experimento. E possivel notar que, a influéncia do aumento da razéo
AE/AOQ sobre a obtencdo de emulsbes pode estar relacionada a estabilidade das emulsdes a
serem atomizadas, bem como o aspecto visual mais satisfatorio. Na pratica, os tratamentos com
70% de AE se mostraram visualmente mais pastosas e espessas, sugerindo uma emulsdo mais
viscosa e homogénea, o que justifica sua maior estabilidade em relagc&o aos demais tratamentos.

Em complemento, a presenca de uma camada de 6leo no topo de cada amostra foi
observada em todos os tratamentos, indicativo de perda de 6leo, o que corresponde as goticulas
maiores verificadas nas imagens microscépicas (Figura 5). Observou-se também a presenca de
bolhas de ar dentro da matriz lipidica devido a incorporacdo de ar durante o processo de

homogeneizacdo da emulsdo a partir da sonda ultrassonica.

(A) (B) €
Figura 5 — Imagens microscopicas das emulsdes otimizadas preparadas por meio do homogeneizador
ultrassdnico (amplitude e o tempo 6timos 50% e 2,75 min): (A) 50/50, (B) 60/40 e (C) 70/30
de &cido estearico e &cido oleico, respectivamente.
Fonte: Do autor (2021).

Mohammed, Ishwarya e Nisha (2021), ao analisarem os efeitos das condicdes de
processamento e homogeneizacao sobre a estabilidade de microemulsdo contendo extrato de
beterraba, também observaram que emulsdes formadas com maior proporcdo de Oleo
apresentaram uma consisténcia mais espessa ou pastosa. Os autores relacionam tal resultado a
viscosidade desses Oleos, uma vez que quanto maior a viscosidade do 6leo maior é sua
resisténcia ao movimento de agua dentro da fase de 6leo continua, 0 que reduz a taxa de
sedimentacgdo e resulta em um menor indice de cremeagéo, como observado para o tratamento
elaborado com 70/30 (AE/AO).

Com base nas discussdes acima, especialmente sobre os efeitos da interagcdo entre o

emulsificante e o6leo, viscosidade do 6leo e indice de sedimentacdo, fica evidente que
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composi¢des contendo maior teor de A&cido estedrico e concentracdo igual a 4% de
emulsificante, quando processado por um tempo de homogeneizagdo mais longo que 2,75 min,
resulta em emulsbes menos estaveis, juntamente com uma amplitude da sonda ultrassdnica

superior a 60%.

3.1.2 Comportamento reoldgico

Dentre os modelos empregados para descrever o comportamento reoldgico dos
tratamentos, 0 modelo Lei da Poténcia apresentou os melhores ajustes aos dados experimentais,
com altos valores de coeficiente de determinacdo (0,9823 < R? < 0,9980) e baixos valores do
erro do quadrado medio (RMSE), sendo 0,3108 < RMSE < 0,9156. Os parametros reologicos
determinados por meio do modelo utilizado foram o indice de consisténcia (k, Pa-s") e o indice
de comportamento do fluido (n, adimensional). Em geral, todas as emulsdes apresentaram
valores de n menores que uma unidade (0,711 <n <0,847), o que aponta 0 comportamento ndo
Newtoniano dos tratamentos, sendo caracterizados com tipico comportamento pseudoplastico
(n < 1). Conforme descrito por Seth et al. (2017), quanto mais distante do valor unitario mais o
fluido se desvia do comportamento newtoniano.

Os valores de k estdo diretamente relacionados com a natureza viscosa de um fluido,
uma vez que geralmente aumentam com a concentracdo de sélidos soltveis (Saeidy et al.,
2019). Como observado (Tabela 3, Figura 2B equacéo do modelo e Figura 4), o comportamento
reoldgico das emulsdes foi influenciado pelo agente carreador, em que a maior presenca de
acido estearico em relacdo ao &cido oleico aumentou a viscosidade do fluido (0,187 <k <0,880)
e, consequentemente, sua estabilidade. Com isso, os resultados apontam que o acido esteérico
tem desempenho intrinsecamente melhor na atomizacéo e ultrassom do que o acido oleico. No
entanto, a maior viscosidade do meio prejudica a sonicacdo, em razdo dos homogeneizadores
ultrassdnicos serem particularmente mais adequados para sistemas menos Viscosos, 0 que
implica na formacdo de maiores didmetros apds a emulsificacdo do sistema que reflete
diretamente na formacé&o das microparticulas sélidas (MCCLEMENTS, 2015).

A entrada de energia (forca de cisalhamento) é alcancada pelo produto da amplitude
aplicada e o tempo de permanéncia no sonicador (LEONG et al., 2009; SIVAKUMAR; TANG,;
TAN, 2014). Na pratica foi observado que o aumento do tempo, juntamente com maiores
valores de amplitude, forneceu uma energia excessiva ao sistema o que provocou o0 aguecimento
do equipamento e, consequentemente, aumentou a temperatura da emulsdo sendo formada,

contribuindo para uma menor estabilidade do sistema (Figura 3). Vale salientar que o efeito da
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amplitude ¢ influenciado pelo tipo e concentragdo de emulsificante e de 6leo adicionados para
a formacdo da emulsdo (CAVAZOS-GARDUNO et al., 2015). Neste contexto, a Figura 4B
aponta que quanto maior a concentracdo do &cido estedrico juntamente com uma maior
amplitute da sonda ultrassénica, maior o indice de consisténcia da emulsao.

Matos-Jr et al. (2017), alertam que o tamanho das particulas produzidas pela técnica de
spray chilling é fortemente influenciada pela viscosidade do fluido de alimentacdo (emulséo).
Assim, as emulsBes com maiores viscosidades acarretam na obtencdo de microesferas com
maiores tamanhos de particulas. Como observado (Figura 4A), 0 aumento na concentracao do
acido estearico em conjunto com maiores valores de tempo de sonicacdo, favoreceu a formagéo
de emulsdes menos viscosas (menores valores de k). Portanto, faz-se necessario a fixacéo de
uma menor amplitude (50%) e um maior tempo de sonicacao (2,75 min) para que se obtenha
emulsdes consideraveis estaveis (com indices de cremeacdo aceitaveis) e menos viscosas, para
a continuacdo da pesquisa: obtencdo das microesferas solidas lipidicas contendo extrato de
beterraba por meio de spray chilling.

3.1.3 Ponto de fusao

As propriedades de fusdo das microparticulas solidas lipidicas sdo de grande
importancia, uma vez que comandam a liberac&o dos ativos. Para garantir a estabilidade térmica
até a aplicacdo em um produto alimenticio, € desejavel que a formulacdo da matriz lipidica ndo
derreta a temperatura ambiente (préxima a 25 °C), ao passo que em um ambiente especial
(temperatura ou afinidade quimica), proporcione uma distribuicdo direcionada dos ativos
(CIFTCI; TEMELLLI, 2016; YANG; CIFTCI, 2016), o que torna essencial a analise do ponto
de fusdo das emulsdes.

Todas as formulacdes apresentaram picos de fusdo superiores a 40 °C. A temperatura
de fuséo das emulsdes com proporc¢des de AE/AO com 50/50 e 60/40, respectivamente, foi de
50 °C, enquanto a emulsdo com 70/30 apresentou um valor de 55 °C. Conforme apontado por
Alvim et al. (2013) e Yang e Ciftci (2017), o perfil de fusdo de microparticulas lipidicas sélidas
é um ponto critico, em razdo de ser uma das variaveis que garante um pé seco de fluxo livre,
quando correspondente a um ponto de fusdo acima de 40 °C. Os autores ainda afirmam que o
p6 de fluxo livre é desejavel para um facil manuseio, armazenamento e consumo. Tal
comportamento se deve a composi¢cdo da matriz, ou seja, quanto maior a concentragéo de
lipideos saturados (como o AE), lipidio responsavel por garantir o estado solido, maior o ponto

de fusdo da mistura. Conforme Wong, Heng e Chan (2015), a composi¢do da mistura fisica
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influencia o ponto de fusdo da matriz de forma coligativa, consequentemente, o ponto de fuséo
é proporcional ao aumento ou diminuicdo de algum componente especifico.

Procopio et al. (2018), complementam que a diminuic¢éo no ponto de fusdo do material
da parede lipidica leva a uma aglomeracdo das microparticulas (FADINI et al., 2019). Na
pratica, as microparticulas lipidicas obtidas em nosso estudo justificaram tal comportamento.
O aspecto visual das microesferas produzidas por cada mistura lipidica é apresentado por meio
da Figura 6.

(A) (B) (©)
Figura 6 — Microparticulas lipidicas solidas produzidas por meio do spray chilling. Da esquerda para a
direita: (A) 50/50, (B) 60/40 e (C) 70/30 de &cido esteéarico e acido oleico, respectivamente.
Fonte: Do autor (2021).

A matriz lipidica com maior teor de lipidios insaturados (AO), principalmente a com 50%
deste componente (Figura 6A), apresentou maior aglomeracdo das particulas, demonstrando
uma consisténcia pastosa e pegajosa (como observado na Figura 7A), o que dificultou o
manuseio. A convergéncia das microesferas formadas teve influéncia notéria no rendimento

global da atomizacdo.

3.2 Rendimento de processo (spray chilling)

O rendimento de processo diz respeito as microparticulas coletadas, apos o processo de
microencapsulacao em spray chilling, em comparagdo com a quantidade da emulsdo atomizada.
Em geral, notou-se que a elevagdo da concentracdo de acido estearico na mistura contribuiu
para a reducdo do rendimento de producdo de microparticulas, levando ao acréscimo da
guantidade de produto coletada em todas as partes do equipamento (camara, fundo da camara,

ciclone e coletor). Tal comportamento influenciou no rendimento global, mas principalmente
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no rendimento no coletor, que corresponde a trajetéria final das microparticulas no
equipamento. A consisténcia parcialmente liquida das microesferas lipidicas, com maior
proporcéo de acido estedrico em comparacdo ao acido oleico (AE/AQ), contribuiu para que
ficassem aderidas e aglomeradas na superficie da camara de resfriamento, o que justifica os
valores mais baixos de rendimento no coletor e de rendimento global, respectivamente:
(1) 50/50 — 23,30% e 58,83%); (2) 60/40 — 16,57% e 57,94%; e (3) 6,70% e 53,60%. Contudo,
as porcentagens do rendimento global encontradas neste trabalho foram superiores aos valores
encontrados por Consoli et al. (2016), entre 34,5% e 40,9%, e proximos aos valores encontrados
por Sartori et al. (2015) que produziram microparticulas lipidicas a partir de emulsdes
constituidas do acido graxo laurico e oleico para microencapsular &cido ascorbico por spray
chilling. Os autores encontram valores de rendimento global entre 64% e 73% e atribuiram os
menores valores de rendimentos a aderéncia das particulas na superficie do equipamento.

Alvim et al (2013) e Consoli et al. (2016) observaram efeito contrario ao encontrado no
presente estudo. Os autores observaram o0 aumento do rendimento de produgdo de
microparticulas lipidicas produzidas por spray chilling em funcdo do aumento da concentracao
de acido estearico no material de parede, que teve uma influéncia positiva no rendimento global
da producdo. No entanto, de acordo com Meng et al. (2011), a combinacdo de lipidios de
diferentes composi¢des quimicas pode resultar em diferentes comportamentos de fase. Para
verificar a compatibilidade entre os diferentes lipidios, é necessario estudar o comportamento
de fase por meio de diagramas de fases. Os diagramas mostram o teor de gordura sélida em
diferentes temperaturas versus mistura de composic@es e, quando as misturas sao compativeis,
os diagramas sélidos isotérmicos sao lineares (para comportamento ideal). Oriani et al. (2018),
no encapsulamento de 6leo de resina de gengibre por spray chilling, constararam que as
misturas dos sistemas (acido estearico e oleorresina de gengibre; acido estearico, acido oleico
e oleorresina de gengibre) sdo qualificadas como ndo ideais. Essa incompatibilidade foi
explicada pela composicdo quimica complexa da fracdo resinosa da oleorresina de gengibre,
que ndo interagiu com moléculas apolares dos triacilglicerois da gordura da palma.

As diferentes proporcdes de acido estearico e 4cido oleico apresentaram maior efeito
sobre o rendimento no coletor em relagdo ao rendimento global. Nota-se que o aumento do teor
de AE na mistura tende a reduzir o rendimento no coletor. A tendéncia no aumento no valor do
diametro médio das particulas em funcdo do aumento da concentracdo de AE na mistura lipidica
pode estar relacionada a este fato, visto que as particulas de menor didmetro sdo mais facilmente
arrastadas pela corrente de ar. Isto ja era esperado, visto que a adicdo do extrato de beterraba e

do emulsificante a mistura lipidica pode contribuir para 0 aumento da massa especifica da
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formulacdo, o que dificulta o arraste das particulas formadas. Embora os maiores rendimentos
médios (no coletor e global) tenham sido atingidos pelo tratamento de proporgéo lipidica 50/50
(AE/AQ), observou-se que a diferenca do rendimento global obtido entre as misturas com
proporcéo 60/40 (AE/AO) e 50/50 (AE/AQ) ndo chega a 1%. Isso indica que, levando em
consideracdo o melhor aspecto visual e a obtencdo de particulas mais dispersas e de facil
manuseio, utilizando-se a mistura com 60% de AE, o rendimento de proporcao também tende

a antigir altos valores, porém com variacdo maior nos resultados.

3.3 Microesferas produzidas por meio do spray chilling

3.3.1 Morfologia

A Figura 7 apresenta as fotomicrografias das microesferas produzidas por meio do spray
chilling, obtidas com o auxilio do microscopio eletrénico de varredura (MEV). As imagens
fornecem uma avaliacdo qualitativa das microestruturas, nas quais € possivel observar
diferencas morfologicas entre os tratamentos.

Na Figura 7A existem algumas particulas ndo esféricas com superficies asperas e
rugosas; enquanto as Figuras 7B e 7C apresentam uma forma principalmente esférica com
aglomeracbes, bem como didmetros varidveis e algumas rachaduras, o que indica que o
aumento na proporcao de acido estearico influenciou no formato esférico e na superficie lisa
das microesferas produzidas. Além da aglomeracdo de particulas inteiras, em que as particulas
de didmetros menores foram aderidas a superficie daquelas com tamanhos maiores,
microparticulas fundidas também foram observadas.

A adicéo de ligacGes duplas a cadeia de hidrocarbonetos dos &cidos graxos aumenta suas
propriedades hidrofilicas em comparacéo aos acidos graxos saturados (ONAL; LANGDON,
2004), o que torna as particulas com maiores concentracfes de AO mais hidrofilicas em
comparagao as misturas com maiores concentracdes de AE. Assim, foi levantada a hipotese de
que a maior liberacdo observada nas particulas elaboradas com a mistura 50/50 de AE/AO
(estado amorfo — Figura 7A) pode ter ocorrido devido a algum efeito de repulséo, causado pela
presenca do acido oleico mais hidrofilico associado a presenca da beterraba hidrossoluvel,

tornando a saida desses materiais do ndcleo encapsulado mais facil.
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Figura 7 — Micrografias das microesfereas lipidicas contendo extrato de beterraba elaboradas com
diferentes proporcdes de acido estearico/acido oleico obtidas por spray chilling: (A) 50/50;
(B) 60/40; (C) 70/30.
Fonte: Do autor (2021).

Uma segunda hipétese levantada por Hu et al. (2005), foi que durante o processo de
resfriamento (spray chilling) do acido esteérico, devido ao seu maior ponto de fusdo, fator que

favorece sua cristalizacdo antes dos outros componentes, o lipidio liquido (&cido oleico) passa
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a ser mais livre ou pouco incorporado, e se localiza na parte mais externa das particulas,
produzindo um enriquecimento do material do ndcleo préoximo & superficie e,
consequentemente, facilitando sua liberacdo. Este efeito também foi observado por Chambi et
al. (2008), ao notar o &cido oleico como fator determinante para induzir maior repulsédo
hidrofébica, aumentando a expulsdo do material proteico encapsulado por spray chilling.
Assim, como foi observado por Consoli et al. (2016), em microesferas produzidas com 6leo de
soja, gordura hidrogenada e PGPR como emulsificante, apesar de sua casca continua pode-se
notar a presenca de orificios na superficie de todas as formulacdes, possivelmente causada pela
formacdo de bolhas de ar dentro da matriz lipidica, devido a incorporacdo do ar durante a
homogeneizacdo da emulsdo. Resultado semelhante foi observado nas imagens microscdpicas
das emulsdes otimizadas (Figura 5).

O mesmo foi observado por Ribeiro (2010), que utilizou a técnica de spray cooling para
produzir microparticulas contendo solucdo de glicose, empregando como materiais de
parede misturas de acido oléico com OSTH (6leo de soja totalmente hidrogenado) ou &cido
estearico. Foram obtidas microparticulas esféricas de superficie lisa e continua porém, com
alguns orificios, o que foi associado a presenca de microbolhas na emulsdo. A autora observou
que o aumento do teor de OSTH nas formulagdes conduziu a formagdo de microparticulas
com superficie mais lisa.

Wegmdiller et al. (2006), em seus estudos, empregaram a técnica de spray chilling para
a microencapsulacdo de vitamina A, iodo e ferro para uso em fortificacdo alimentar. Os autores
ao utilizarem o 6leo de palma como material de parede, observaram a producdo de
microparticulas no formato esférico e superficie lisa. Foi registrada a presenca de aglomerados
que, de acordo com os autores, sdo formados devido a microparticulas que ainda ndo foram
totalmente solidificadas quando chegaram ao fundo da camara. A analise por MEV
mostrou,assim como neste trabalho, o aparecimento de cristais da gordura de palma na
superficie das microparticulas, sendo isto menos frequente naquelas de menor didmetro, devido
a necessidade de um tempo mais curto para serem totalmente solidificadas.

Oriani et al. (2016) e Lopes et al. (2015) atribuiram essa alteracdo no comportamento
morfolégico ao ponto de fusdo das microparticulas solidas lipidicas durante sua solidificacdo
no processo de atomizagdo. Os autores relatam que o hard fat de palma formou particulas
esféricas com superficie irregular. Esse fato foi comprovado por meio da andlise do
comportamento térmico das particulas na qual as microesferas com elevadas concentracdes de
6leo de palma exibiram menor ponto de fusdo. Em complemento, Leonel et al. (2010)

estudaram a microencapsulacdo de glicose por spray chilling utilizando como material de
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parede os acidos graxos: estedrico, oleico e gordura vegetal parcialmente hidrogenada. Atraves
da analise de MEV foram identificadas microparticulas esféricas, com superficie rugosa e
continua, ndo apresentando nenhum tipo de fenda ou furo. A rugosidade observada nas paredes
nas microparticulas foi atribuida a presenca do acido graxo estearico.

De acordo com Pelissari et al. (2016), € importante produzir particulas com formato
esférico para favorecer as propriedades de fluxo do p6 e para facilitar a aplicacdo do p6. Da
mesma forma, particulas com aglomeracdo também podem contribuir positivamente para a
aplicacdo de po, pela reducéo de sua formacao. No entanto, particulas com superficies rugosas
podem ter um fluxo reduzido, e isso também pode indicar o ocorréncia de uma matriz lipidica
heterogénica. Além disso, 0s poros nas microparticulas podem expor a betalaina ao oxigénio,

que é um fator pro-oxidante, reduzindo assim a funcionalidade das particulas.

3.3.2 Diametro médio das particulas, indice de polidispersdo e potencial zeta

Na Tabela 4 sdo demonstrados os resultados obtidos ap6s a redispersédo das microesferas
lipidicas em solucdo aquosa de Tween 80 — surfactante empregado como agente molhante. As
particulas apresentaram diametro hidrodinamico médio dentro da faixa nanométrica, variando
entre 664 e 949 nm. Observou-se que o aumento na proporcdo do lipideo solido (acido
estearico) na composicdo da matriz lipidica resultou em aumento no didmetro médio das
nanoparticulas (p < 0,05). De acordo com Alvim et al. (2013), Consoli et al. (2016), Sartori et
al. (2015) e Ribeiro, Arellano e Grosso (2012), uma concentracdo mais alta de lipidios saturados
tem se mostrado relacionada & ocorréncia de menores didmetros médios em microesferas
solidas lipidicas produzidas por spray chilling.

Sartori et al. (2015) constatou que, em uma mistura de &cido oleico e &cido laurico, a
medida que a concentracdo de acido oleico (insaturado) na mistura aumenta, maior a presenca
de particulas aglomeradas e, em consequéncia, menor a faixa de distribuicdo de tamanho. O
mesmo efeito foi notado por Alvim et al. (2013) ao produzirem microparticulas lipidicas,
contendo fitosterois, utilizando como material de parede misturas contendo o &cido estearico
(saturado). No entanto, as maiores concentracGes de &cido estedrico proporcionaram um
aumento da viscosidade da matriz lipidica (emulsdo), como demonstrado na Tabela 3, o que
prejudica a sonicagdo. McClements (2015) explica que a maior viscosidade do meio dificulta a
geragdo de forca de impacto necessaria para romper as goticulas lipidicas, implicando na
formacédo de maiores diametros apos a emulsificagdo do sistema, o que reflete na formacgéo das

microparticulas solidas.
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Tabela 4 — Diametros médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e distribui¢do do tamanho
das particulas das microesferas contendo extrato de beterraba elaboradas com
diferentes proporc¢des de acido estearico/acido oleico obtidas por spray chilling.

Parimetros Tratamentos
50/50 60/40 70/30
Diametro médio (nm) 664 (x17)° 822 (+9)° 949 (+26)?
indice de polidisperséo 0,50 (£0,03)? 0,45 (x0,09)? 0,48 (x0,01)?
Potencial Zeta (mV) —-21,60 (+0,6)? —18,90 (+0,4)° —22,00 (x1,3)?
Distribuicdo do tamanho
<100 nm 0,0 0,0 0,1
100-200 nm 0,2 0,4 0,4
200-500 nm 4,1 2,5 2,5
500-1000 nm 61,2 70,1 61,6
> 1 pum 34,5 26,8 35,1

Valores médios + desvio padrdo; n = 5. Médias seguidas por letras iguais na mesma linha ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05).
Fonte: Do autor (2021).

Em adicdo, assim como foi observada que o rendimento global do processo esta
relacionado a tendéncia no aumento no valor do didmetro médio em funcdo do aumento da
concentracdo de AE no tratamento; a mesma observacdo se estende a determinacdo do tamanho
das particulas produzidas por spray chilling. Para Oriani et al. (2018), os parametros
relacionados aos tamanho médio das particulas podem ser desvaforecidos pela
incompatibilidade da mistura do sistema, portanto, o extrato da beterraba também pode ter
apresentado efeito sobre os resultados. Leonel et al. (2008) e Savolainen et al. (2002), em
condicBes operacionais semelhantes, encontraram uma faixa de tamanho médio entre 25 e
32 pum, valores superiores ao encontrado no presente estudo. Os autores justificam os dados a
caracteristica hidrofébica do recheio utilizado para diferentes matrizes lipidicas produzidas.

Numerosos fatores tém influéncia no tamanho médio das particulas, tais como a
composicao lipidica, o processo de formulacdo, a composicdo do recheio, os parametros do
processo (temperatura, equipamento de homogeneizacdo, entre outros), a presenca de
tensoativo e as condigdes de estocagem. Estes fatores apresentam efeito no processo de
cristalizacéo lipidica e, portanto, no aumento do tamanho médio das particulas (HEURTAULT
et al., 2003). Em complemento, além dos parametros de processo, o tipo de material ativo e
carreador lipidico, bem como o design do atomizador, também podem provocar variagdes

consideraveis no tamanho, o que dificulta a comparacdes entre trabalhos. Dessa forma, embora
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a literatura relate a obtencdo de microparticulas com tamanho médio na faixa de 13-50 um
(ALVIM et al., 2013; CHAMBI et al., 2008; LEONEL et al., 2010; RIBEIRO; ARELLANO;
GROSSO, 2012) e 50-300 um (ALBERTINI et al., 2008; DI SABATINO et al., 2012; ILIC et
al., 2009; MASCHKE et al., 2007; OKURO et al., 2013; RODRIGUEZ et al., 1999); os valores
encontrados neste trabalho permaneceram abaixo da faixa citada na literatura para
microparticulas produzidas por spray chilling.

Por outro lado, a distribuicdo de tamanho apresentou populagdes em diversas faixas, o
que resultou em valores elevados de indice de dispersdo, na faixa de 0,45-0,50, indicando uma
distribuicdo mais polidispersa. Ainda que o tamanho médio esteja incluido na faixa
nanométrica, acima de 60-70% das particulas apresentam tamanho acima de 1 pm,
caracterizando-se, portanto, como microparticulas e também evidenciando a polidispersédo da
distribuicdo do tamanho. Pode-se observar que apenas 0,2-0,5% das particulas estdo abaixo de
200 nm, porém uma fragdo considerdvel das nanoparticulas se encontram na faixa de 500—
1000 nm. Albertini et al. (2008), relatam que a técnica de spray chilling é capaz de produzir
microparticulas com extensa variacdo de tamanho, entre 50 a 600 pum, e tal fato esta diretamente
relacionado com a viscosidade da mistura lipidica utilizada. O tamanho méaximo observado foi
cerca de 6,5 um para todos os tratamentos, o que também pode estar relacionado a aglomeracgéo
de particulas, considerando a limitada redispersdo aquosa do material analisado.

Durante a cristalizacdo de particulas, maior concentracdo de lipidios saturados esta
associada a uma estrutura cristalina mais compacta. A cristalizacdo de lipidios liquidos resulta
em uma contracdo de volume das moléculas de lipidios, enquanto o derretimento dos lipidios
solidos levam a expansdo do volume (TAN; CHE MAN, 2002). Portanto, a faixa de diametros
médios maiores nas formulagdes com 50/50 (AE/AO) podem ser explicados por sua diminuicéo
na cristalinidade (estado amorfo verificado na morfologia — Figura 6A). O mesmo efeito foi
verificado por Oriani et al. (2018), em que a predominancia de lipidios saturados na matriz
(&cido palmitico), resultaram em uma estrutura cristalina mais organizada e, consequlientemente,
em tamanho de particula menor em comparacéo com a formulacdo que leva lipidios insaturados
(&cido oleico).

Grande parte das particulas em contato com um liquido adquirem uma carga em sua
superficie e o potencial elétrico no plano externo da particula é denominado de potencial zeta.
O potencial zeta é um indicador importante e util de mudancas na carga da particula, que pode
ser usado para predizer e prever a sua estabilidade, por estar relacionado a geragédo de forgas
elétricas repulsivas entre as goticulas de fase dispersa dificultando, assim, a coalescéncia. Dessa

forma, a mensuracdo do potencial zeta é importante para o entendimento dos processos de
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dispersdo e agregacdo nas aplicagdes das nanoparticulas (CHEONG et al., 2016; ZHANG,;
MCCLEMENTS, 2018). De forma geral, alto valor de potencial zeta (> 30 mV) apresentam
pouca ou nenhuma aglomeracédo, e vice versa, isso porque quanto maior o valor do potencial
maior a carga da particula e maior a forca de repulséo.

Os valores de potencial zeta se apresentaram negativos e dentro da mesma faixa, em
torno de —20 mV. Os valores negativos de potencial zeta sdo atribuidos a ionizacdo do acido
estearico presente na interface que, ainda que fraca, é consideravel para a geracdo de cargas
negativas do carboxilato na superficie da particula. Considerando que o pKa do acido estearico
é estimado ser em torno de 4,75-4,95 (DRUGBANK, 2021; PUBCHEM, 2021); no pH neutro
do dispersante, o &cido estearico se encontra em grande parte na sua forma ionizada, gerando a
carga negativa observada. Particulas com potencial zeta maior que + 30 mV sdo requeridas para
uma excelente estabilizacdo eletrostatica. A diminuicdo desse potencial e, consequentemente,
na repulsdo eletrostatica, facilita a agregacdo das particulas, sendo por isto utilizado como
indicativo da instabilidade de uma dispersdo (BYRN; ZOGRAFI; CHEN, 2017). Nestas
condigdes, e valido afirmar que as microesferas contento extrato de beterraba obtidas,
independente do tratamento empregado, apresentam um limiar de aglomeracao.

Por fim, ressalta-se a dificil redispersdo das microesferas solidas lipidicas, ainda que
utilizando uma solucdo aquosa contendo um surfactante atuando como agente molhante, o que
pode ser considerado como uma limitagdo para as analises por espalhamento dindmico da luz

(DLS) para este tipo de amostra.

3.3.3 Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

O espectro de FTIR na Figura 8 foi empregado para identificar possiveis interacdes entre
0s agentes carreadores e o material de ndcleo, bem como o grupo funcional nas emulsdes e nas
microesferas solidas lipidicas contendo extrato de beterraba. As amostras das microesferas
(Figura 8C) apresentaram um perfil de infravermelho semelhante aos materiais de parede
lipidicos (Figura 8A) e as emulsdes (Figura 8B), demonstrando que a tecnica de spray chilling
ndo destruiu as estruturas preliminares. Em complemento, é possivel verificar que o extrato de
beterraba foi incorporado & matriz lipidica, uma vez que o pico predominante 3360 cm,

verificado no extrato, foi identificado tanto nas emuls6es quanto nas microesferas.
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Figura 8 — Espectro de FTIR: (A) Extrato de beterraba e agentes carreadores (acido estearico e acido
oleico); (B) Emulsdo contendo o extrato de beterraba e diferentes propor¢des de acido
estedrico/acido oleico preparadas por meio do homogeneizador ultrassénico;
(C) Microesferas contendo extrato de beterraba elaboradas com diferentes proporcgdes de
acido estearico/acido oleico obtidas por spray chilling.

Fonte: Do autor (2021).
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Com excecgdo dos agentes carreadores, 0s espectros mostraram uma ampla faixa de
deformacdo axial a 3360 cm™!, caracteristica da ligagdo intermolecular de hidrogénio O-H
(vibragdes de alongamento assimétrico e simétrico), o que indica a presenca de 4gua, decorrente
principalmente do grau de umidade do extrato de beterraba, e de proteinas e carboidratos
(NESAKUMAR et al., 2018). Enquanto que, a 2918 e 2850 cm™2, foram observados intensos
picos que correspondem ao alongamento da ligagcdo C—H sp® e, provavelmente, fragmentos CH;
dos acidos graxos, que estdo relacionadas a presenca do grupo carboxila, mais especificamente,
acidos carboxilicos.

O pico em 1700 cm est4 atrelado ao C=0 de ésteres, agrupamento presente no acido
oleico e &cido estearico JUMINA et al., 2019; MATOS-JR et al., 2017; NOSAL et al., 2020).
A banda em 1463 cm™* ¢ a deformacdo —CH,, 1409 cm™ tem sua origem na vibracdo de
alongamento simétrico C=, 1295 cm* representa a tor¢do e balanco —CH: e a banda em 937
cm ! responde a deformacdo C= decorrentes dos acidos graxos sintetizados. Ja a vibracdo de
balanco e flexdo —CH, esta associada a uma banda a 720 cm ™! (GALLART-SIRVENT et al.,
2017; NOSAL et al., 2021). Os picos em 1432, 1225 e 688 cm ! estéo relacionados a curvatura
de —CHj>, alongamento de —COO-, alongamento de vibragdes —C—-C e deformacéo por flexao
do anel -CH (NEVES et al., 2020).

Também foi verificado em torno de 1050 cm (vibragdo do esqueleto envolvendo o
alongamento C—0), bandas caracteristica da estrutura de carboidratos. E, proximo de 550 cm*
aparecem os alongamentos C-Cl (DARRA et al., 2017). Por fim, constatou-se que a banda em
1642 cm, identificado na amostra de extrato de beterraba (Figura 7A), corresponde a
vibracdes de flexdo H-O—H decorrentes também do grau de umidade presente na amostra e da
ligacdo C=N, caracteristica da betalainas (MOHAMMED et al., 2021; NESAKUMAR et al.,
2018).

3.4 Propriedades fisico-quimicas
Os valores para as analises quimicas e fisico-quimicas de cada microesfera lipidica

contendo extrato de beterraba, bem como a porcentagem de retengdo de betalainas, estdo

apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5 — Retencdo de betalainas e propriedades quimicas e fisico-quimicas das microesferas
lipidicas contendo extrato de beterraba elaboradas com diferentes propor¢des de
acido estearico/acido oleico obtidas por spray chilling.

X Tratamentos
Parametros
50/50 60/40 70/30
Umidade (%) 14,52 (+0.28)? 11,83 (+0.70)° 11,54 (+0.42)°
Atividade de agua (aw) 0,98 (+0,01)2 0,97 (+0,01)° 0,97 (+0,01)°
pH 6,35 (+£0,02)? 6,36 (+0,02)? 6,33 (x0,01)?
Vulgaxantina-1 (mg-100 g*s.s.) 17,26 (+0,13)? 16,96 (£0,18)? 15,1 (+0,87)°
Betanina (mg-100 g s.s.) 14,44 (x0,01)° 15,18 (£0,34)? 12,88 (+0,16)°

Betalainas (mg-100 g~* s.s.)

Retencao (%)

31,70 (+0,02)°
85,63 (+0,05)°

32,13 (+0,49)
86,79 (+0,96)

28,31 (+0,87)°
76,47 (£1,73)°

indice de peroxido (meg-kg™) 3,63 (x0,20)? 3,61 (x0,11)? 3,64 (x0,13)?
Valores médios + desvio padrdo; n = 3. Médias seguidas por letras iguais na mesma linha nao diferem

significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). s.s. (s6lidos secos).
Fonte: Do autor (2021).

Em geral, para boa estabilidade durante o armazenamento e menor tendéncia de
aglomeracdo, o teor de umidade para os extratos encapsulados deve ser até 4 % , faixa
considerada segura para produtos desidratados. (GOYAL et al., 2015). E p6s de qualidade
alimentar deve ter um teor de umidade abaixo de 3 g/ 100 g (THIRUNDAS; GADHE; SYED,
2014) e uma aw entre 0,1 e 0,4, dependendo do tipo de produto seco, sendo o valor maximo
aceito de 0,6 (TONTUL; TOPUZ, 2014). Os tratamentos apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05) para os valores de atividade de agua e grau de umidade. Os valores obtidos para estes
parametros foram superiores a faixa ideal; portanto podem sofrer alteragfes microbianas e
guimicas. No entanto, o crescimento microbiano nestas particulas ndo serdo suportadas devido
a falta de nutrientes, porque de acordo com Bhat, Alias e Paliyath (2012), relativamente poucos
tipos de microrganismos sdo capazes de metabolizar lipidios. Isto pode ser explicado pela maior
capacidade das proteinas em manter umidade aprisionada nas particulas (JAYASUNDERA et
al., 2009). A beterraba contém um teor notavel de proteinas (3%) e de carboidratos (4%)
(TACO, 2011). Os carboidratos, em geral, apresentam alta capacidade de adsorcdo de 4gua na
superficie, principalmente pela presenca de muitos grupos hidrofilicos nas cadeias desses
hidratos de carbono (FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2014). Outro fator a ser considerado
é que a beterraba crua e cozida possui um alto teor de umidade de 86 e 90,6%, por 100 g de
parte comestivel, respectivamente (TACO, 2011).

Em complemento, levando em consideracdo que, a umidade inicial do extrato era de

88,13%, e a técnica de spray chilling ndo faz a evaporacao de agua, é possivel teores de umidade
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e atividade de agua elevados em comparacdo aos demais autores. Em contrapartida, a ideia
original da técnica de spray chilling menciona a producdo de microparticulas a partir da
atomizacdo da mistura entre carreador e material ativo, ressaltando inclusive que ndo ha
nenhum tipo de solvente envolvido no processo. Na literatura, trabalhos realizados por Chambi
et al. (2008), Leonel et al. (2010) e Ribeiro, Arellano e Grosso (2012), como o presente,
atomizaram emulsdes, ou seja, o0 material ativo foi misturado ao carreador lipidico em solucéo
aquosa e também perceberam resultados influenciados pela aw, impactando sobretudo na
aglomeracéo das particulas. Faz-se adequado julgar, se possiveis adaptacdes da técnica ndo
contrariariam as vantagens associadas a ela.

Contudo, valores muito altos de umidade e aw influenciam diretamente na temperatura
de transigdo vitrea (Tg), provocando pegajosidade no po, condicdo em que a particula se
comporta de uma forma coesa e adesiva, enquanto em condicBes de temperatura e umidade
menores, as particulas apresentam livre fluidez (KRISHNAIAH; NITHYANANDAM;
SARBATLY, 2014; FONGIN et al., 2017). Janiszewska-Turak et al. (2017), ainda
complementam que esta tendéncia a aglomeracao acentua a medida que o agUcar, presente na
beterraba no estado amorfo, se transforma em acucar, no estado cristalino, mediante a adsorcao
de pequenas quantidades de agua, causada possivelmente durante a manipulacgéo do po.

Inclusive, a presenca do elevado teor de agUcares, junto as proteinas e ao aquecimento,
necessario para fusdo dos lipideos, do extrato da beterraba durante o preparo das emulsdes,
pode ter resultado na ocorréncia da reacdo de Maillard, que, geralmente, ocorre durante o
processamento de alimentos a elevadas temperaturas ou durante o armazenamento do produto
alimenticio por um longo periodo de tempo (GU et al., 2009; TONON; BRABET; HUBINGER,
2010), e quase sempre interage com outras vias, como caramelizacdo e oxidacdo lipidica
(HIDALGO; ALAIZ; ZAMORA, 1999), prejudicando o aspecto final desse p6 (LEE et al.,
2020). Esse aspecto pbéde ser confirmado nas caracteristicas fisico-quimicas e visualmente das
microparticulas desenvolvidas. Quanto maior o valor da umidade, maior sua tendéncia a tornar-
se pegajoso e formar aglomerados de alta consisténcia, como o tratamento com 50/50 (&cido
estearico/acido oleico). Os agentes encapsulantes sdo responsaveis por aumentar a temperatura
de transicdo vitrea (Tg) e reduzir a higroscopicidade do p6 (capacidade do material em absorver
aumidade do meio). Percebe-se que a presenca de acido estearico reduziu a mobilidade proteica
do extrato, que formou um pd menos viscoelastico na interface lipidio-agua, diminuindo a
difusidade da agua através da proteina interfacial, promovendo um menor valor de umidade e

atividade de &gua. Além disso, o0 aumento das cadeias de acidos graxos a por¢ao apolar de cada
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molécula também aumenta, resultando em um aumento da hidrofobicidade (OTALORA et al.,
2016).

Para o pH do extrato de beterraba in natura obteve-se o valor de 5,88, semelhante aos
resultados encontrados reportados nos trabalhos de Ramos et al. (2014) e Ferreira (2018), que
foram de 5,87 e 5,92, respectivamente. Os dados médios encontrados de pH para os pos
inicialmente foram 6,35; 6,36; 6,33 para os tratamentos 50/50, 60/40 e 70/30 respectivamente.
Antecipando as observacgdes, apos os 28 dias, a variancia foi pequena, com valores de 6,33;
6,38 e 6,39 para as microesferas. A constancia do pH é de extrema importancia para estabilidade
da betalaina, visto que a manutencéo de suas caracteristicas depende da faixa de pH (excelente
estabilidade entre pH 4 e 5 na auséncia de oxigénio, e entre pH 5 e 6 na presenca de oxigénio)
(SCHIOZER; BARATA, 2013; VOLP; RENHE; STRINGUETA, 2009). Antigo, Bergamasco
e Madrona (2018), em seu estudo sobre o efeito do pH na estabilidade de microparticulas
obtidas do extrato de beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) por meio de secagem por
liofilizac8o, observaram que as microparticulas com pH com faixa entre de 6 a 8 obtiveram
maiores porcentagens em relacdo a estabilidade das betalainas.

A elevada capacidade de retencdo de compostos bioativos por parte dos agentes
carreadores € uma caracteristica de interesse do ponto de vista industrial, uma vez que
possibilita o uso de uma quantidade consideravel desses compostos comparado aquela presente
no vegetal in natura, em uma forma mais estavel, para aplicacdo em matrizes alimenticias. O
extrato de beterraba presente nas emulsdes apresentou valores de 17,68 mg (vulgaxantina-I) e
19,32 mg (betanina), totalizando 37,02 mg (betalainas). Dessa forma, entre as misturas
lipidicas, a menor retencdo de betalainas, consequéncia dos menores teores de vulgaxantina- |
e betanina, foi obtida para o tratamento 70/30 de AE/AO com 76,47% de retencdo dos
pigmentos, apresentando diferenca significativa (p < 0,05) em relacdo aos demais, que néao
diferiram significativamente entre si (p > 0,05).

Percebe-se que 0 menor teor de betalainas pertence ao tratamento com maior proporgao
de acido estearico, 0 mesmo que foi submetido a uma temperatura mais elevada durante o
processo de formacdo da emulsdo, devido ao ponto de fusdo da mistura. A temperatura afeta a
estabilidade das betalainas e 0 aumento da temperatura resulta em sua degradagdo, bem como
na degradacéao das enzimas PPO (polifenol oxidase). No entanto, a degradacdo termica também
¢ afetada pela faixa de temperatura, extensdo de aquecimento, presenca de oxigénio e
concentracdo de pigmentos (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006). Em condigOes de
processamento de elevadas temperaturas ou meio excessivamente acidos, pode ocasionar a

degradacéo por glicolise, na qual a ligacdo da betanina com a glicose é quebrada, resultando
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em um deslocamento batocromico (STINTZING; CARLE, 2004). QOutro tipo de reacdo que
pode levar a degradacdo de betalainas € a hidrdlise. Essa € uma reacdo de comum ocorréncia
durante tratamentos térmicos e provoca a quebra da ligacdo aldimina do pigmento. Essa quebra
acarreta na separacao da betanina em acido betalamico, com coloracdo amarela, e ciclodopa-5-
Oglicosideo (incolor), levando a uma reducdo no poder tintorial do corante e um deslocamento
da cor para o amarelo ou marrom (HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006). Processo esse
justificado em maiores concentrages de vulgaxantina-l1 (pigmento amarelo) em todos 0s
tratamentos.

Todas as misturas apresentaram altas porcentagens de retencao (acima de 76%), o0 que
representam concentracdes de betalainas superiores a 28 mg-100 g1, as quais sdo consideradas
elevadas, quando comparadas a outros estudos que relatam concentragdes de 16,8 mg-100 gt
e 152 mg-100 g de betalainas encapsuladas com maltodextrina (MORHAMMER,;
STINTZING; CARLE, 2006) e 12,0 mg-100 g~* de betalainas encapsuladas com goma aréabica
em spray dryer (PITALUA et al., 2010). Kshirsagar et al. (2009), encapsularam oleoresina de
circuma com goma arabica e maltodextrina por spray dryer e obtiveram uma retencao de 48,0%
utilizando maltodextrina. Zuanon et al. (2019) encontraram 40 e 46% de retencdo de betalainas
nos pds secos por pulverizacdo, correspondendo a concentracdo total de betalaina entre 17,85 e
24,7 mg-100 g* nos pds. Todos resultados inferiores a esse trabalho, destacando a importancia
da técnica de spray chilling.

No entanto, em relacdo a técnica, ao associar o0s resultados obtidos para a retencao de
betalainas com os de tamanho de particula, bem como com o tipo de particulas produzidas por
spray chilling — que ndo sao do tipo reservatorio, em que o material fica perfeitamente na porcao
central recoberto pelo material de parede, e sim do tipo matriz, no qual o material ativo esta
disperso no carreador solidificado, ou seja, presente em todo volume da particula e ndo apenas
no seu centro (OKURO et al., 2013) — correlaciona-se que o0 aumento da concentracdo de
material lipidico (AE) em relagdo a concentracao fixa de material ativo, ainda que teoricamente,
sugestiona uma maior possibilidade de obter microparticulas com maior quantidade de
betalainas efetivamente encapsuladas e menores tamanhos das particulas. Entretanto, 0s
resultados obtidos n&o corroboraram tal teoria.

Albertini et al. (2008), no estudo de obtencdo de microparticulas lipidicas, observou que
o0s valores das viscosidades das suspensdes estdo relacionados diretamente com o tamanho de
particula, assim como que viscosidades menores resultam em menor tamanho de particula.

Matos-Jr et al. (2017) observaram que se ndo houvesse diferenca no tamanho, a area de
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superficie das particulas ndo era alterada, o que poderia permitir uma presen¢a maior ou menor
de material ativo na superficie na particula, ou seja, quanto menor a particula, maior é sua area
superficial, consequentemente, maior a possibilidade de presenca de material ativo na
superficie. Tal relagdo explica a menor retencao de betalainas para o tratamento 70/30, uma vez
que apresentou maior didmetro e tamanho de particula.

Ribeiro, Arellano e Grosso (2012), ao encapsular solugéo de glicose em mistura de &cido
estedrico e acido oleico, também alcancaram uma eficiéncia de encapsulamento acima de 75%.
Os autores mostraram que a adi¢do de um lipidio liquido (AQ) a um solido lipidico (AE) foi
um fator determinante na modificacao da cristalizagdo padréo da mistura de lipidios, bem como
que esse aumento da concentracdo de AO, em relacdo ao material ativo, influenciou
positivamente na eficiéncia de encapsulacdo. Assim, a eficiéncia de encapsulamento mostrou-
se diretamente proporcional a concentracdo de &cido oleico nas misturas e inversamente
proporcional a quantidade de glicose superficial. No estudo supracitado, a porcentagem de
retencao esteve entre 75,1% para o tratamento constituido somente do acido graxo esteérico a
96,9% para os tratamentos com diferentes proporcGes do &cido graxo oleico. Portanto, é
possivel concluir que a presenca e a quantidade de acido oleico (AO) nestas misturas, devido a
sua forma liquida e insaturacdes, auxiliou a retencdo do recheio ao modificar a cristalizagdo e
alterar a forma polimérfica da fase lipidica, evitando a expulsdo das substancias ativas.

Muiller et al. (2002) estudaram nanoparticulas de lipidios com o objetivo de modificar a
estrutura da matriz lipidica sélida adicionando um lipideo incompativel para facilitar a
acomodacdo do ndcleo durante a cristalizacdo. Uma alta incompatibilidade foi obtida pela
mistura de lipidios sélidos com lipidios liquidos diferentes quimicamente. Esta técnica
possibilitou uma maior estabilidade durante o armazenamento da nanoparticula. Hu et al.
(2005) estudaram a adicdo de acido oleico em matrizes lipidicas compostas por acido estearico
e obtiveram um aumento de eficiéncia de encapsulacdo do propionato de clobetasol de 40 para
70% com a adicdo de 30% de acido oleico, justificada pela mudanca do processo de
cristalizacdo da matriz lipidica, obtendo maior imperfeicdo no cristal e eficiéncia de
encapsulagdo do recheio. A mistura de acidos graxos saturados e insaturados provenientes do
AE e do AO promovem diferentes rearranjos moleculares da estrutura lipidica, originando
espacamentos entre as cadeias carbonicas capazes de acomodar adequadamente o ativo.
Imperfeices na estrutura lipidica sdo provenientes da diversidade dos tamanhos de cadeias,
que levam a formacéo de uma estrutura desordenada com grande capacidade de incorporacgéo

do ativo e maiores eficiéncias de encapsulacdo (MULLER et al., 2002).
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Por essa razdo, os tratamentos com relagdo AE/AQO de 50/50 e 60/40 apresentaram
melhor retencdo das betalainas, visto que, menores concentragdes do material ativo na
superficie das microparticulas resultam em maior capacidade de retencdo do ativo no interior
das microparticulas. Ademais, devido a maiores quantidades de agua no sistema; e a forma
como o extrato de beterraba foi incorporado na emulséo, a presenga e a quantidade de AO nas
misturas, devido a sua forma liquida e insaturagdo, associadas a interacbes com o AE,
modificou o padrdo de cristalizacdo proporcionando maior imperfeicdo no cristal. Em
compensacao, o tratamento com maior concentracdo de AE (70/30), de acordo com as analises
de morfologia, apresentaram melhor desempenho no aprisionamento do material ativo,
formando microesferas mais uniformes, com pouca aglomeracgdo e estaveis em temperatura
ambiente.

Com isso, levanta-se a hipotese, se as microparticulas apresentarem elevada quantidade
de material ativo na superficie, ou seja, desprovida de protecdo, durante a “lavagem” das
particulas, todo contetdo de betalainas que ndo esta perfeitamente encapsulado (méa formacéo
das microparticulas), que seria o caso do tratamento 50/50, durante a “lavagem” das particulas
o “arraste” dos cristais de material ativo é consideravelmente favorecido, influenciando
diretamente e positivamente nos valores de retencéo de betalainas e eficiéncia de encapsulacéo,
0 que comprometeria os resultados finais. Este fato pode ser explicado pela expulsdo do recheio
durante a cristalizacdo da matriz lipidica, devido ao rapido resfriamento obtido pelo processo
de spray chilling (cinética de cristalizacdo). Pode-se concluir que o processo de nucleacdo é
muito rapido. No super resfriamento para formacdo das microparticulas, as moléculas de
lipidios tém pouco tempo para se reorganizar e ndo podem adotar sua conformagdo mais
favoravel termodinamicamente. Isto proporciona a formacdo de um sélido menos ordenado,
dependendo da viscosidade da massa, a transferéncia de calor é limitada, dificultando assim a
forma mais estavel do cristal (MARANGONI, 2005). No entanto, independente dos
tratamentos, todos apresentaram comportamento satisfatério quanto a retencdo dos pigmentos,
e 0 método de encapsulamento de corantes ainda € uma alternativa para prolongar a estabilidade
de betalainas, devido sua alta sensibilidade a fatores externos (LABUSCHAGNE, 2018).

Por fim, os valores experimentais encontrados para os indices de perdxido estdo de
acordo com o limite estabelecido pela legislacéo (inferior a 15,0 meq-kg de 6leo) (BRASIL,
2005) e indicam um bom estado de conservagdo das microesferas e, consequentemente, das
betalainas. Além disso, esses valores demonstram que o processo de formacdo da emulséo e
atomizacdo ndo causaram danos oxidativos, classificando, desta forma, os pds como adequados

para consumo humano. Os materiais lipidicos empregados apresentaram valores de 2,41 (+0,01)



82

e 4,42 (+0,10) meq-kg! para o acido estearico e &cido oleico, respectivamente. Segundo
Serfert, Drusch e Schawarz (2009), a prepara¢do, homogeneizagdo e atomizacdo da emulsdo
sdo parametros que influenciam diretamente na oxidacéo lipidica logo apds o encapsulamento.
Por meio da intensa agitacdo mecanica sofrida durante o preparo da emulséo pelo uso do
ultrassom, ocorre incorporacgdo de ar e maior contato dos lipidios com o oxigénio. Nesse caso,
a estabilidade oxidativa pode ter sido melhorada em virtude da propria betalaina, que além da
sua natureza hidrossoluvel, por ter caracteristicas antioxidantes, mantém ou reduzem os valores
de perdxidos, que sdo reacbes causadas por radicais livres, que por sua vez, sdo responsaveis
pela oxidacdo dos lipidios (MARINELI et al., 2014).

3.5 Estabilidade acelerada

Entrever a estabilidade das betalainas proporcionam informagdes importantes e
inovadoras para 0 uso como corante natural em alimentos (HERBACH; STINTZING; CARLE,
2006). Dentre os fatores que afetam a estabilidade das betalainas, a temperatura é considerada
0 mais importante ao longo do processamento e estocagem do produto final (AZEREDO, 2009).
A Tabela 6 corresponde aos parametros de retencdo/eficiéncia de encapsulacdo das
microesferas durante 28 dias de armazenamento em embalagens devidamente seladas. Em
complemento, a Figuras 9 representa os valores de AE™ (diferenca total de cor) calculados para
cada tratamento, parametro que indica a magnitude da diferenca de cor entre as amostras, € as
Figuras 10 a 12, os teores dos pigmentos betanina e vulgaxantina-1, ao longo do armazenamento
nas temperaturas de 5 °C, 25 °C e 45 °C.

Tabela 6 — Retencdo de betalainas (%) das microesferas lipidicas contendo extrato de beterraba
elaboradas com diferentes proporcdes de acido estearico/acido oleico obtidas por
spray chilling, armazenadas a 5 °C, 25 °C e 45 °C durante 28 dias.

Tempo (dias)

Tratamento Temperatura (°C) 0 7 14 91 28
50/50 99,70 93,00 92,20 92,80
60/40 5 100 100,0 88,83 92,37 58,42
70/30 99,29 98,02 82,80 70,65
50/50 67,54 56,94 52,49 28,36
60/40 25 100 97,85 85,62 60,47 66,08
70/30 58,42 96,43 38,89 41,12
50/50 74,92 71,61 41,99 22,15
60/40 45 100 51,85 81,23 50,20 28,01
70/30 53,73 63,58 57,54 34,16

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 9 — Valores de AE" calculados para as microesferas lipidicas contendo extrato de beterraba
elaboradas com diferentes proporcdes de acido estearico/acido oleico obtidas por spray
chilling, ao longo do armazenamento a: (A) 5 °C, (B) 25 °C e (C) 45 °C.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 10 — Teores de betanina e vulgaxantina-l (mg-100 g s.s.) e tempo de meia vida (t¥?) das
microesferas contendo extrato de beterraba elaboradas com diferentes propor¢des de &cido
estedrico/acido oleico obtidas por spray chilling, armazenadas a 5 °C durante 28 dias.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 11 — Teores de betanina e vulgaxantina-l (mg-100 g s.s.) e tempo de meia vida (t¥?) das
microesferas contendo extrato de beterraba elaboradas com diferentes propor¢des de &cido
estedrico/acido oleico obtidas por spray chilling, armazenadas a 25 °C durante 28 dias.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 12 — Teores de betanina e vulgaxantina-l (mg-100 g s.s.) e tempo de meia vida (t¥?) das
microesferas contendo extrato de beterraba elaboradas com diferentes propor¢des de &cido
estedrico/acido oleico obtidas por spray chilling, armazenadas a 45 °C durante 28 dias.

Fonte: Do autor (2021).
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Em relagdo ao armazenamento na temperatura de 5 °C, embora no geral, dentre os trés
tratamentos, aquele em que se utilizou 70% de AE como agente carreador tenha apresentado
menores valores de AE”; todos os tratamentos, com excec¢do do 60/40 na primeira semana, n3o
atingiram o valor maximo de 10 (Figura 9). Observou-se, ainda, que ao término do tempo de
estocagem, o tratamento com 50/50 foi 0o mais estavel comparado aos demais, em virtude da
maior porcentagem de retencdo de betalainas, 92,80% (Tabela 6), o que refletiu diretamente em
seu tempo de meia vida para betanina (t12) = 123 semanas. Além disso, foi o Unico a apresentar
teor de vulgaxantina-1 superior ao teor de betanina (Figura 10), sendo o principal pico na
3° semana de armazenamento, indicando possivel conversdo de betanina (pigmento violeta)
para vulgaxantina-1 (pigmento amarelo).

Quanto as microesferas armazenadas nas temperaturas de 25 °C e 45 °C, os resultados
apresentaram oscilagdes dos valores de AE” (Figura 9) em razdo das possiveis ocorréncias de
reacOes nos pigmentos da beterraba (Figura 11 e 12), que sdo capazes de serem regenerados
continuamente, uma vez que algumas rotas séo reversiveis (HAN et al., 1998; HERBACH,;
STINTZING; CARLE, 2006). Entretanto, apos um certo tempo de armazenamento, as reacdes
sdo irreversiveis, e o aumento dos valores de AE”™ é observado. Percebe-se ainda que, ao término
de estocagem, no tratamento 50/50, predomina em maior concentragdo a vulgaxantina-I, em
ambas temperaturas (Figura 11 e 12). Comportamento semelhante ao tratamento exposto a
temperatura de 5° (Figura 10). Resultado que justifica, também o maior valor de AE", que
chegou a apresentar valor maximo de 10, observado para este tratamento. Este resultado esta
de acordo com Herbach, Stintzing e Carle (2006), que observaram a formacao de betaxantinas
a partir de betacianinas em produtos alimenticios. A diminuicao da regeneragdo de betacianinas
é observada a medida que o &cido betaldmico é consumido na formacdo de betaxantinas.
Dependendo do grupo que estiver ligado a estrutura basica das betalainas (acido betalamico),
podem ser obtidas as betacianinas, de colocacdo vermelho-violeta (A ~ 540) e as betaxantinas,
de coloragdo amarelada (A ~ 480) (ESATBEYOGLU et al., 2015).

Como complemento da discussdo, em relacdo as vias de biossintética dos pigmentos
presentes na beterraba, Wang et al. (2017) descrevem que os pigmentos betalainas, betacianinas
vermelhas e betaxantinas amarelas, sdo produzidos a partir da L-tirosina derivada da via do
shiquimato. A tirosina é primeiro oxidada a L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) por trés enzimas
redundantes do citocromo, sendo posteriormente convertido para acido betalamico e ciclo-
DOPA, ambos sdo necessarios para a producdo de betacianina (pigmento vermelho); enquanto
apenas o acido betalamico, junto com algumas aminas, é necessario para a producdo de

betaxantina (pigmento amarelo).
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Ao mesmo tempo, nos tratamentos 60/40 e 70/30 houve o dominio da presenca das
betanina a maior parte do tempo. Sendo que, para o 60/40, ocorreu maiores picos de betanina a
25 °C na primeira e segunda semana influenciando possivelmente em sua capacidade de
retencdo de betalainas (66,08%), maior que os demais tratamentos (Tabela 6). Para a
temperatura de 45 °C, os resultados mostraram expressiva queda da capacidade em reter o
material ativo para todas as microesferas apds 21 dias. Com destaque para os tratamentos 50/50
e 60/40, que tiveram uma queda relevante em seu tempo de meia vida para 10 e 19 semanas,
respectivamente, decorrentes da degradacdo dos pigmentos (Figura 12). Com tempo de meia
vida de 69 semanas e retencdo de 34,16%, (Figura 12 e Tabela 6), é possivel perceber que, com
0 aumento de temperatura o tratamento 70/30 suporta melhor as condi¢6es, ou seja, proporgoes
maiores de AE podem auxiliar na retencdo do material ativo.

Quando submetida a temperaturas mais elevadas, a degradacdo das betacianinas
¢ geralmente acompanhada de mudanca de cor como resultado da formacdo de
produtos de degradacdo de cor amarela, que sdo acido betalamico, neobetacianinas e
betaxantinas (AZEREDO, 2009; HERBACH; STINTZING; CARLE, 2006). No estudo
realizado por Huang e Von Elbe (1985), foi demonstrada a regeneracdo de betalainas em
solucBes de pH 5, no qual as solucGes passaram por tratamento térmico em diferentes
temperaturas, sendo observado um aumento na concentracdo de pigmento 20 horas apds o
tratamento. A regeneracdo foi observada, em particular, ap6s curtos periodos de aquecimento,
favorecida pelo armazenamento a baixas temperaturas apds o tratamento e com baixa exposicédo
a oxigénio. A solucdo que foi exposta a maior temperatura de tratamento apresentou o0s
melhores resultados de regeneragéo pois a quantidade de pigmento degradado foi maior, logo,
havia mais acido betalamico e ciclodopa-5-O-glicosideo disponivel para a reacdo inversa,
aumentando a taxa de regeneragdo. Por analogia, ao comparar o presente estudo com os autores,
é possivel explicar o comportamento do tratamento 50/50. O processo de regeneracao cessou a
medida que as concentracdes de produtos de hidrolise eram superiores a de acido betalamico e
ciclodopa-5-O-glicosideo disponivel para a reacdo inversa, tornando o processo irreversivel.

E importante destacar a importancia e eficiéncia do material lipidico, com énfase ao
acido estearico, na obtencdo das microesferas lipidicas contendo extrato de beterraba. Nota-se
que, no geral, os tratamentos com maior concentracdo de AE tiveram melhor desempenho tanto
para menores valores de AE” como para maiores concentragdes de betanina. Dessa forma, ao
analisar as microparticulas durante as 4 semanas (imagens representadas na Tabela 7), pode-se
observar maior degradacdo dos pigmentos presentes nas microesferas com 50/50 e 60/40 de

AE/AOQ, e consequente maior alteracdo visual da cor, quando comparado ao tratamento 70/30.
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Tabela 7 — Microesferas contendo extrato de beterraba elaboradas com diferentes proporcoes
de é&cido estearico/acido oleico obtidas por spray chilling, armazenadas nas
temperaturas de 5 °C; 25 °C e 45 °C durante 28 dias.

Tempos

Temperatura Tratamentos ) ) ) )
7 dias 14 dias 21 dias 28 dias

50/50

5°C 60/40

70/30

50/50

25°C 60/40

70/30

50/50

45°C 60/40

70/30

Fonte: Do autor (2021).
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Carmo et al. (2018), destacam a importancia do uso de agentes carreadores, na obtencéo
de extrato de beterraba microencapsulado, independentemente do processo utilizado. Os
autores reforcam a eficiéncia do uso de agentes carreadores ao comparar a estabilidade do suco
de beterraba liofilizado, com extrato de beterraba em pé obtido por intermédio da secagem por
spray drying, utilizando maltodextrina (MD), inulina (IN) e isolado proteico de soro (IPS) como
agentes carreadores, isolados ou em combinacdo (MD:IN, MD:IPS e IN:IPS). Os autores
encontraram teor de vulgaxantina-l maior que betanina logo na quinta semana de
armazenamento, tempo de meia vida para betanina de apenas 15 semanas e o AE* com valor
maximo de 16,5 para o tratamento liofilizado. Portanto, houve uma maior degradacdo de
pigmentos do suco liofilizado e, consequentemente, uma maior alteracdo da cor, quando
comparado aos tratamentos em que se utilizou agente carreador. E interessante observar que,
assim como o processo de liofilizacdo, a microencapsulagéo por spray chilling é conduzida em
temperatura menor que a secagem por atomizag¢do. Em uma comparacdo breve entre as técnicas

os resultados do presente estudo sdo satisfatorios.

4 CONCLUSAO

O uso de agentes encapsulantes melhorou a estabilidade do extrato de beterraba. Ao
avaliar as caracteristicas das emulsdes elaboradas, os tratamentos com 70% de AE apresentaram
melhor condicdo para cremeagdo, uma vez que se mostraram visualmente mais pastosas e
espessas, sugerindo uma emulsdo mais viscosa e homogénea, o que justifica sua maior
estabilidade em relacdo aos demais tratamentos. Em relagdo aos parametros operacionais do
ultrassom, os tratamentos preparados com a amplitude de 50%, e permanéncia até 2,75 min no
sonicador tendem a apresentar maior estabilidade.

A maior retencdo dos compostos bioativos dos extratos em pé antes do armazenamento
foi obtida no tratamento com 60% de &cido estearico e 40% &cido oleico (86,79%). Em relacdo
a estabilidade das microesferas ao armazenamento, 0 aumento da temperatura e umidade
relativa foram fatores que a afetaram negativamente. Os tratamentos com maior concentracéo
de AE tiveram melhor desempenho tanto para menores valores de AE” (diferenca total de cor)
como para maiores concentracfes de betanina. Ao longo do tempo de armazenamento, pode-se
observar maior degradacdo dos pigmentos presentes nas microesferas com 50/50 e 60/40 de
AE/AOQ e, consequente, maior alteracdo visual da cor, quando comparado ao tratamento 70/30.
Com alto potencial para uma liberagdo antecipada e maior tempo de meia vida (123 semanas)

quando expostas a uma temperatura de 5°C, as microesferas elaboradas com menor



91

concentracdo de AE mostram-se viaveis para a aplicacdo em alimentos refrigerados, como
iogurtes, geleias, gelatinas e sorvetes. Enquanto que o aumento do AE, além de promover maior
tamanho de particulas, em temperaturas mais altas teve melhor aspecto visual, sendo ideal para
alimentos que pode vir a ter boas propriedades de fusdo na boca, como chocolates, leites
aromatizados e massas para bolo.

Em estudos futuros faz-se necesséario avaliar a aplicagdo das microparticulas lipidicas
solidas carregadas com extrato de beterraba em alguma matriz alimenticia, visando avaliar tanto
a estabilidade das betalainas, como a sua liberacdo. Importantes contribui¢cdes foram dadas a
arte de construcdo e operacdo de opcOes de processamento e de substanciais naturais com
propriedades corante e antioxidante para a industria de alimentos. A totalidade dos resultados
alcancados com este trabalho possibilitou a comprovacéo da tese que é possivel desenvolver
microesferas de compostos hidrossoltveis com diferentes concentracdes lipidicas a partir da
caracterizacgéo e elaboracdo adequada das emulsdes. Destaca-se aqui que a énfase deste estudo
ndo consistiu na aplicacdo das microesferas obtidas, mas sim na otimizacdo do processo e
metodologia utilizada. Neste escopo, novos desenvolvimentos poderdo ser implementados,
visando, por exemplo, o uso de produtos encapsulados mais indicados do ponto de vista
tecnoldgico, econdmico e ambiental. Ainda, outras implementacdes poderdo incorporar as
microesferas como aditivo alimentar, como corante natural ou para enriquecer os alimentos.
Enfim, novas tecnologias e muitas outras aplicagdes estardo, a partir de agora, abertas aos

trabalhos vindouros.
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