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RESUMO GERAL

As flores do hibisco vermelho (Hibiscus rosa-sinensis) apresentam vitaminas,
flavonoides, acido ascorbico, niacina, riboflavina, tiamina e antocianinas, como a cianidina-3-
soforosideo. Devido a instabilidade das antocianinas apds a extracdo, neste trabalho foram
produzidas microparticulas de antocianinas do extrato das flores do hibisco vermelho por spray
chilling e estudadas através caracterizacdo, estudo de estabilidade e perfil de liberacdo
gastrointestinal. A propor¢do de material de parede e extrato de hibisco foi de 70:30, utilizando
formulacdes binérias lipidicas, contendo 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH) e
manteiga de cacau (MC), homogeneizados no ultrassom-assistido nas propor¢des 100 OPTH:
0 MC (Controle), 75:25, 50:50, 60:40 e 40:60. As emulsGes foram homogeneizadas no
ultrassom-assistido por 240 segundos a 200 W. As microparticulas foram caracterizadas quanto
ao comportamento térmico e polimorfico, presenca de grupos funcionais, tamanho das
particulas, indice de polidispersibilidade, morfologia, densidade aparente e compactada, indice
de Carr e razdo de Hausner, atividade de &gua, contetdo de antocianinas, retencdo de
encapsulacdo, capacidade antioxidante e parametros de cor. Foi avaliada a estabilidade ao
armazenamento das microparticulas a 35 °C na presenca e auséncia de luz. Também, foi
definido o perfil de liberacdo destas antocianinas no trato gastrointestinal simulado in vitro. O
aumento do contetdo de MC reduz a temperatura de fusdo e o comportamento polimérfico se
torna mais instavel, com caracteristicas amorfas nas microparticulas, aumento da viscosidade e
de aglomeragdes de particulas, com surgimento de orificios, apresentando maiores valores para
diametros médios, podendo afetar as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos produtos
alimenticios. Os picos do extrato de flores do hibisco s&o visualizados nos espectros das
microparticulas produzidas por spray chilling. Assim, as antocianinas ndo foram degradadas
durante a microencapsulacdo. A capacidade antioxidante variou de 75 a 79 %, com melhor
resultado para PLM_75:25. A MC, quando é utilizada em baixas propor¢des em mistura lipidica
com o 6leo de palma totalmente hidrogenado, como no tratamento PLM_75:25, aprimora as
caracteristicas das microparticulas, aumentando a atividade antioxidante e melhorando o perfil
de liberagcdo de antocianinas no sistema gastrointestinal simulado in vitro, com liberagéo
controlada e reduzida no trato gastrico e intensa no trato intestinal para absor¢édo dos compostos
antioxidantes no intestino delgado. Também, no estudo de estabilidade, o tratamento
PLM_75:25 teve a maior retencdo de encapsulamento e reduziu a diferenca total de cor. Ao que
tudo indica, as microparticulas obtidas para todos os tratamentos sdo sensiveis a luz e a
temperatura de 35 °C. E ideal que as microparticulas sejam armazenadas abaixo de 35 °C e sem
presenca de luz.

Palavras-chaves: Hibiscus rosa-sinensis. Cianidina-3-soforosideo. Spray chilling.



GENERAL ABSTRACT

The flowers of the red hibiscus (Hibiscus rosa-sinensis) have vitamins, flavonoids,
ascorbic acid, niacin, riboflavin, thiamin and anthocyanins, such as cyanidin-3 soforoside. Due
to the instability of anthocyanins after extraction, in this work, microparticles of anthocyanins
from red hibiscus flower extract were produced by spray chilling and studied through
characterization, stability study and gastrointestinal release profile. The ratio of wall material
and hibiscus extract was 70:30, using binary lipid formulations, containing fully hydrogenated
palm oil (OPTH) and cocoa butter (MC), homogenized in the ultrasound-assisted at the ratios
100 OPTH: 0 MC (Control), 75:25, 50:50, 60:40 and 40:60. The emulsions were homogenized
in the ultrasound-assisted for 240 seconds at 200 W. The microparticles were characterized for
thermal and polymorphic behavior, presence of functional groups, particle size, polydispersity
index, morphology, bulk and compact density, Carr's index and Hausner's ratio, water activity,
anthocyanin content, encapsulation retention, antioxidant capacity and color parameters. The
storage stability of the microparticles at 35 °C in the presence and absence of light was
evaluated. Also, the release profile of these anthocyanins in the simulated gastrointestinal tract
in vitro was defined. The increase in MC content reduces the melting temperature and the
polymorphic behavior becomes more unstable, with amorphous characteristics in the
microparticles, increased viscosity and particle agglomerations, with the appearance of holes,
presenting higher values for average diameters, which may affect the sensory and nutritional
characteristics of food products. The peaks of the hibiscus flower extract are visualized in the
spectra of the microparticles produced by spray chilling. Thus, the anthocyanins were not
degraded during microencapsulation. The antioxidant capacity ranged from 75 to 79 %, with
the best result for PLM_75:25. MC, when it is used in low proportions in lipid mixture with the
fully hydrogenated palm oil, as in PLM_75:25 treatment, improves the characteristics of the
microparticles, increasing the antioxidant activity and improving the release profile of
anthocyanins in the simulated gastrointestinal system in vitro, with controlled and reduced
release in the gastric tract and intense in the intestinal tract for absorption of the antioxidant
compounds in the small intestine. Also, in the stability study, the PLM_75:25 treatment had the
highest encapsulation retention and reduced total color difference. It appears that the
microparticles obtained for all treatments are sensitive to light and the temperature of 35 °C.
Ideally, the microparticles should be stored below 35 °C and without light.

Keywords: Hibiscus rosa-sinensis; Cyanidin-3-soforoside; Spray chilling
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A opcdo por alimentos mais saudaveis, ambientalmente conscientes e que garantam
acesso a alimentacdo adequada é um ato politico. As plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC) sdo introduzidas a alimentacdo direta e também as inddstrias de alimentos como
sugestdes, pois apresentam fatores econdmicos e nutricionais significativos, devido ao baixo
custo de cultivo e alto valor nutricional. O crescimento do mercado de PANC é promissor para
o setor alimenticio e farmacéutico, com destaque para as flores comestiveis por serem fontes
de compostos bioativos que podem atuar como antioxidantes, antimicrobianos, corantes,

saborizantes, dentro outras funces.

O hibisco vermelho (Hibiscus rosa-sinensis) apresenta flores comestiveis contendo
vitaminas, flavonoides, acido ascdrbico, niacina, riboflavina, tiamina e a antocianina cianidina-
3-soforosideo. Esses compostos apresentam maior eficiéncia e menor custo quando comparados
a suplementos sintéticos, com funcéo de protecdo do corpo contra danos oxidativos decorrentes
do acumulo de radicais livres no organismo humano. No entanto, a degradacédo das flores do
hibisco comeca apds 2 dias do florescimento (PASCUAL et al., 2017; SILVA, ANALU
BARBOSA DA; WIEST; CARVALHO, 2016).

A microencapsulacdo é um processo fisico-quimico ou mecénico onde uma substancia
é recoberta de outro material (material de parede), com diferentes funcbes, como protecéo,
mascaramento de odor e sabor, aumento da estabilidade térmica, favorecimento da liberacao
controlada, melhoria da textura e protecdo contra contaminacéo cruzada (ALEMZADEH et al.,
2020; YANG et al.,, 2020). O spray chilling tem se destacado como técnica de
microencapsula¢do por ser promissor na estabilizagdo de compostos bioativos em matrizes
lipidicas. Na técnica ocorre a dispersdo do material ativo emulsificado ou solubilizado em uma
matriz lipidica fundida. A mistura é atomizada até uma camara contendo ar em temperatura
abaixo do ponto de fusdo da matriz lipidica, onde as goticulas se solidificam dando origem as
particulas lipidicas sélidas (MAZZOCATO; THOMAZINI; FAVARO-TRINDADE, 2019).

A microencapsulacédo por spray chilling de extrato de flores do hibisco garante protecao,
estabilidade e extensdo do uso das antocianinas do hibisco vermelho. A técnica tem a vantagem
de ndo usar solventes organicos e ser desenvolvidas em temperaturas mais brandas, fatores
importantes para evitar a degradacdo dos compostos bioativos, bem como é caracterizada pelo

baixo custo. Com isso, a microencapsulacgdo e as tecnologias alimentares podem ser utilizadas



como alternativa, permitindo o desenvolvimento de alimentos e nutracéuticos, cuja
biodisponibilidade e manutencdo da funcionalidade dos ingredientes ativos sejam essenciais
(ALEMZADEH et al., 2020).

Dentre os lipidios utilizados como material de parede, o 6leo de palma e a manteiga de
cacau tem aceitacdo do consumidor e estdo em alta demanda no mercado. O éleo de palma (OP)
¢ um produto obtido da palma ou dendezeiro, que € constituido de &cido palmitico e oleico,
principalmente. O ponto de fusdo do OP varia na faixa de 32 a 40 °C. Para maiores pontos de
fusdo em oOleos vegetais, é realizada a hidrogenacdo. Esse processo aumenta a estabilidade,
reduz as insaturagdes e mantém a fluidez do 6leo liquido. Com a hidrogenacéo catalitica total,
6leos liquidos podem se transformar em gorduras saturadas. Através da adicdo de atomos
hidrogénio no OP, grupos funcionais insaturados (acidos oleico, linoleico e linolénico) sdo
convertidos em &cidos saturados (acido palmitico e estearico). A transformacao ocorrida no
6leo de palma (OP) da origem ao 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH) de ponto de
fusdo entre 55 e 61 °C (O’BRIEN, 2009; PROCOPIO et al., 2018).

A manteiga de cacau (MC) é caracterizada, predominantemente, por trés &cidos graxos
principais: palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e oleico (C18:1), que correspondem a trés
triacilgliceréis (TAG): glicerol-1, 3-dipalmitato-2-oleato, glicerol-1-palmitato-2-oleato-3-
estearato e glicerol-1,3-diestearato-2-oleato. As caracteristicas de fusdo, comportamento
térmico e polimérfico da MC é definido pelos TAG. A MC é tem cerca de 70% do contetdo de
gordura solida a 20°C e se funde entre 30 e 35 °C. Apresenta formas polimdrficas complexas,
sendo relatadas seis diferentes formas polimdrficas com diferentes pontos de fusdo. No Brasil,
a MC tem maciez superior as MC encontradas na Africa e Malésia devido ao baixo contelido
de TAG monoinsaturados e conteudo alto de TAG di-insaturados. Com isso, a MC brasileira
tem menor resisténcia ao calor (BISWAS et al., 2018; LE REVEREND et al., 2010;
MIYASAKI et al., 2016).

Para o0 processo de microencapsulacdo, a utilizacdo de apenas um lipidio, liquido ou
solido), como material de parede produz microparticulas ineficazes. Se somente um lipidio
liquido for utilizado para microencapsulagdo, as microparticulas terdo aspecto arenoso com
lipidios parcialmente secos formando aglomeragdes. Se somente um lipidio sélido for utilizado
para microencapsulagéo, as microparticulas apresentardo cadeias aproximadas devido a falta de
insaturacdes, com estrutura mais compacta, densa e ordenada, reduzindo o espaco disponivel
para o composto encapsulado. Nos dois casos a retencdo do composto nas microparticulas vai

ser baixa e/ou a liberacdo vai ser antecipada. A mistura de dois lipidios com diferentes
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moléculas forma uma matriz lipidica solida menos ordenada, favorecendo a retencdo do
material encapsulado dentro das microparticulas (ORIANI et al., 2018; PROCOPIO et al.,
2018).

Durante a obtencdo de microparticulas lipidicas sélidas por spray chilling, deve ocorrer
a fusdo do lipideo ou mistura lipidica, formando as particulas por atomizacdo, seguida de
resfriamento para fixacdo da forma das microparticulas. Para facilitar o aprisionamento do
material encapsulado, é realizada mistura lipidica de éleo de palma totalmente hidrogenado
(OPTH) e manteiga de cacau (MC). Assim sendo, este trabalho teve como objetivo avaliar a
influéncia de diferentes proporcGes de misturas binarias entre 6leo de palma totalmente
hidrogenado livre em trans e manteiga de cacau nas caracteristicas fisico-quimicas de particulas
lipidicas microestruturadas antocianicas obtidas por spray chilling, bem como avaliar a
estabilidade das microparticulas formadas em diferentes condi¢6es de armazenamento e o perfil

de liberacdo das antocianinas ao sistema gastrointestinal simulado in vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Hibisco vermelho (Hibiscus rosa-sinensis)

O hibisco vermelho da espécie Hibiscus rosa-sinensis € uma planta nativa de regides
tropicais e subtropicais do mundo pertencente a familia Malvaceae. E geralmente plantada para
fins ornamentais, mas exerce papel de destaque na salde humana devido a presenca de
compostos bioativos em sua composi¢do (VASTRAD; BYADGI, 2018). Essa planta tem uma
das flores mais cultivadas, fornecendo tonalidades diferentes entre branco, amarelo, roxo, rosa,
vermelho-purpura, sendo a coloracao vermelha a mais usual. As flores do hibisco duram de 1 a
2 dias apds o surgimento e a planta produz flores de forma continua durante o ano (PASCUAL
et al., 2017; SILVA, ANALU BARBOSA DA; WIEST; CARVALHO, 2016). As flores do
hibisco sdo plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) na alimentacdo alternativa, cujo
consumo deve ser valorizado (KINUPP; LORENZI, 2014). As pétalas apresentam sabor citrico,
podendo ser usadas em saladas, infusdes, geleias, licores, chas, entre outros (SILVA, ANALU
BARBOSA DA; WIEST; CARVALHO, 2016).

O hibisco também é utilizado na industria alimenticia e farmacéutica. Por exemplo, na
indUstria farmacéutica, é utilizado para tratamentos de epilepsia, hanseniase e diabetes. O
extrato do hibisco também pode ser utilizado como agente redutor e estabilizante quando
presente na dieta ou aplicado em alimentos e farmacos (DINESH; PRAMOD; CHAKMA,
2020; TRIVELLINI et al., 2014).

Além disso, na industria de alimentos, o hibisco é utilizado como corante natural. O
extrato de hibisco ja é empregado em alimentos e bebidas como corante e aromatizante
(TRIVELLINI et al., 2014; VANKAR; SHUKLA, 2011). O potencial do corante obtido do
extrato da flor do Hibiscus rosa-sinensis néo foi totalmente explorado mesmo apresentando alto
teor de antocianinas e disponibilidade de flores da espécie durante o ano todo (PASCUAL et
al., 2017).

“Os principais compostos responsaveis pelo padréo de coloragao heterogéneo
caracteristico das flores do hibisco em cultivares vermelhas sdo as
antocianinas, acumulando-se preferencialmente nos célices. Mais
especificamente, as principais antocianinas descritas em Hibiscus spp. séo
derivados de delfinidina e cianidina glicosilados com varias fracfes de aglcar

e ocasionalmente acilados com &cidos organicos e outros compostos fendlicos
também presentes nos 6rgéos florais” (TRIVELLINI et al., 2014, p. 1).

O conteudo das flores de hibisco apresenta vitaminas, flavonoides, acido ascorbico,
niacina, riboflavina e tiamina. Esses compostos apresentam maior eficiéncia e menor custo em

comparagdo aos suplementos sintéticos, com funcdo de protecdo do corpo contra danos
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oxidativos decorrentes do acumulo de radicais livres no organismo humano (PASCUAL et al.,
2017; SILVA; WIEST; CARVALHO, 2016). Os autores Silva, Wiest e Carvalho (2016),
apresentaram dados sobre o percentual médio da composicdo centesimal, pectina e valor
caldrico total das flores do hibisco vermelho (Hibiscus rosa-sinensis), com valores expressos
em base seca (b. s.) e imida (b. u.), e também a média dos compostos fitoquimicos da espécie
de Hibiscus rosa-sinensis. Dentre os compostos fitoquimicos, o contetdo de antocianinas foi
de 85,17 mg/100g.

E fundamental que a antocianina em estudo seja identificada para avaliar o potencial
corante da planta utilizada, bem como a aplicabilidade e sua influéncia na aceitacdo do
consumidor e na agregacéo de valor ao produto (MARCO; POPPI, 2008). Durante 0 processo
de degradacdo ocorrem mudancas quimicas que afetam ndo sé a cor como também alteram as
atividades bioldgicas de alimentos enriquecidos com antocianinas. A estabilidade também esta

ligada a estrutura das antocianinas (CHIEN et al., 2019).

2.2 Antocianinas

Dentro do grupo dos flavonoides, os compostos fendlicos conhecidos como
antocianinas representam o0s pigmentos vegetais que sdo utilizados como corantes naturais
hidrossoliveis com potencial para obtencdo de alimentos funcionais, com atividade
antioxidante que ajuda, por exemplo, na prevencdo de doencas neurais e cardiovasculares,
cancer e diabetes. As antocianinas sdo uma classe de polifenois que podem ser encontradas em
frutas macias ricas em antioxidante, flores e em certos vegetais. A atividade antioxidante de
compostos fenolicos, como a antocianina, € devida as suas propriedades inibitdrias que
permitem a acdo como redutores e doadores de hidrogénio. E estimado que o consumo diario
de antocianinas € de 200 mg/dia, sendo similar ao de antioxidantes mais conhecidos. Porém, as
antocianinas, assim como outros corantes naturais obtidos de plantas, sdo instaveis e
susceptiveis a degradacdo devido a sensibilidade quanto a luz, oxigénio, agua, entre outros
(ALIZADEH; FATTAHI, 2021; DUTHIE et al., 2005; JUSOH et al., 2018; PEREZ-OROZCO
etal., 2019; ROSA, 2017).

A palavra antocianina deriva da palavra grega anthoskianos, que significa “flor azul”
(anthos = flores; kianos = azul), porém com o tempo foi percebido, observando as diferentes
coloragdes em flores, frutos, folhas, caules e raizes, que 0os compostos bioativos responsaveis

pela pigmentacdo tinham estruturas quimicas similares, sendo todos estes compostos
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denominados de antocianinas. Os corantes naturais hidrossollveis obtidos pelas antocianinas
variam de cor entre laranja, rosa, vermelho, violeta e azul nas flores e frutos das plantas. O teor
de antocianinas contidas nos vegetais é determinado através de atividades biosintéticas,
estabilidade dos compostos em vacuolos e processos de degradacdo. A sintese de antocianinas
ocorre no lado citoplasmatico do reticulo endoplasmatico e transportadas para os vacuolos para
armazenamento. As antocianinas, por serem membros dos metabolitos secundéarios das plantas,
apresentam diversas funcdes bioldgicas, sendo elas sinalizagdo visual para insetos
polinizadores, protecdo contra diferentes tipos de estresses, atividade hormonal, etc. Por isso,
as antocianinas sdo consideradas eficientes compostos bioativos, além de pigmentos naturais e
indcuos encontrados nos alimentos de origem vegetal. Em faixas de pH entre 1,5 e 3, as
antocianinas sdo estaveis. A coloracdo em pH 1 esta entre vermelho e roxo. Em pH entre 2 e 4,
ocorre a coloracdo azul e em pH entre 5 e 6, coloracbes menos intensas. Acima do pH 7 as
antocianinas sdo degradadas, produzindo coloracdo de tons amarronzados (MARCO; POPPI,
2008; ROSA, 2017; TRIVELLINI et al., 2014; VANKAR; SHUKLA, 2011; XIE et al., 2021).

As antocianinas sdo glicosideos compostos por acUcares e agliconas, denominadas
antocianidinas. Estas por sua vez ndo possuem grupos glicosidicos e possuem, em sua maioria,
hidroxilas nas posicdes 3, 5 e 7. As antocianinas sdo pigmentos mais solUveis e estaveis que as
antocianidinas devido ao aglcar presente em suas moléculas. Estdo presentes nos alimentos as
antocianidinas: cianidina, delfinidina, perlagonidina, peonidina, petunidina e malvidina. Essas
antocianidinas diferem entre si pelo numero de hidroxilas na molécula, grau de metilacéo,
quantidade e posicdo de agUcares ligados a molécula, natureza e nimero de acidos alifaticos
e/ou aromaticos ligados a estes agucares. Sdo estruturalmente constituidas pela presenca de 15
atomos de carbono na forma C6-C3-C6 e absorvem fortemente a regido do espectro, podendo
produzir diversas coloracdes. A figura abaixo (FIGURA 1) apresenta a estrutura das
antocianinas e a tabela (TABELA 1) apresenta algumas das antocianinas encontradas nos
vegetais (BENVENUTI; BRIGHENTI; PELLATI, 2018; MARCO; POPPI, 2008; ROSA,
2017).

Tabela 1 - Algumas antocianidinas encontradas em partes de vegetais

Antocianidinas Grupoem R1 Grupo em R2
Cianidina OH H
Pelargonidina H H
Malvidina OCHs OCHs3

Petunidina OH OCHs
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Peonidina OCHg H
Delfinidina OH OH
Fonte: adaptado de Rosa (2017).

Figura 1 - Estrutura quimica de algumas antocianidinas comuns em vegetais.

Fonte: Do autor, 2022.

Além da utilizacdo de antocianinas como corantes naturais, a capacidade antioxidante é
relevante pois exerce papel na prevencdo de doencas neuronais e cardiovasculares, cancer,
diabetes e também previnem o envelhecimento precoce. Desta forma, devido sua reducdo no
estresse oxidativo, as antocianinas evitam ou desaceleram a oxidacao de substratos, mantendo
a integridade das células e reparando lesdes causadas por radicais livres. Assim, as antocianinas
presentes nos extratos de flores, frutos, caules e raizes sdo 6timos agentes redutores. Além disso,
devido a conferéncia de coloracdo e acdo antioxidante, as antocianinas sdo consideradas
compostos de interesse para industria de alimentos e farmacos pelo potencial nutracéutico e
sensorial (ARCHANA et al., 2021; SILVA, ANALU BARBOSA DA; WIEST; CARVALHO,
2016; TRIVELLINI et al., 2014; VANKAR; SHUKLA, 2011).

Estes compostos séo degradados facilmente devido sua instabilidade e solubilidade em
agua. Segundo Xie et al. (2021), diversos estudos concluiram que o contetdo de antocianinas
decai de acordo com a degradacdo em resposta a mudancas ambientais e de desenvolvimento.
O contato direto das antocianinas com a luz acelera a degradacdo. Enzimas enddgenas também
podem degradar as antocianinas gerando coloracdo amarronzada (ROSA, 2017). Os estudos
atuais procuram solucionar problemas associados ao isolamento e estabilidade das antocianinas,
a purificacdo, identificacdo e usos finais, pois existe interesse em diversas areas sobre o grande
potencial como farmaco, aditivo alimentar e como produto quimico (MARCO; POPPI, 2008;
VANKAR; SHUKLA, 2011).
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Assim, as antocianinas atraem atencdo crescente como agentes eficientes contra o
estresse oxidativo e corante alimentar natural. Contudo, o uso das antocianinas como corante
natural e/ou antioxidante apesar de estimulado, ainda é limitado pelo répido processo de
degradacéo devido a instabilidade e também as baixas porcentagens de extracdo. A degradacgéo
das antocianinas pode envolver também degradacdo enzimatica ativa ou degradagdo quimica
ndo enzimatica. Os corantes naturais derivados das antocianinas apresentam sensibilidade a luz,
pH, enzimas, oxidacdo, variagdo de temperatura, entre outras condigdes adversas durante o
armazenamento de alimentos. Desta forma, as antocianinas tem seu uso restringido por suas
limitacOes através da disponibilidade de matéria-prima fonte de antocianinas, pelos desajustes
que ocorrem durante 0s processos de obtencdo, instabilidade e menor poder corante do que
produtos sintéticos (CHIEN et al., 2019; JOVANSKA et al., 2022; MARCO; POPPI, 2008;
ROSA, 2017; VANKAR; SHUKLA, 2011; XIE et al., 2021).

2.3 Cianidina-3- soforosideo

A utilizagdo do hibisco como corante natural ocorre pelo alto teor de antocianinas, em
particular a antocianina de pigmentacdo vermelha denominada cianidina, que pode ser um
substituinte de corantes sintéticos. A cianidina é a antocianina mais comum encontrada e possui
cinco grupos auxocromo. O hibisco da espécie Hibiscus rosa-sinensis tem suas antocianinas
compostas, principalmente, pela cianidina-3-soforosideo (C27H31016), com massa molar de
611,2 g/mol (FIGURA 2) (ARCHANA et al., 2021; JOVANSKA et al., 2022; TRIVELLINI et
al., 2014; VANKAR; SHUKLA, 2011).

Segundo Gouvéa (2015), a cianidina-3-soforosideo € a antocianina majoritaria no perfil
antocianico do hibisco vermelho, representando cerca de 84% do total de antocianinas. A
framboesa, mangostdo, arroz-preto e flor de erythrina sdo outros vegetais fonte dessa
antocianina. A cianidina-3-soforosideo atua como agente redutor e também tem potencial
encapsulante organico (ARCHANA et al., 2021). Segundo Da Silva, Wiest e Carvalho (2016),
existe forte correlagdo entre conteudo de fendlicos e atividade antioxidante em extratos de
flores. Também, é conhecido que o efeito antioxidante isolado pode ter sinergia com outros
compostos presentes no meio para potencializar a fungéo redutora. Além disso, como informa
Jovanska et al. (2022), é importante ndo confundir as espécies de hibisco vermelho (Hibiscus
rosa-sinensis) com do hibisco Roselle (Hibiscus sabdariffa), que é a espécie comumente
associada a producdo de cha de hibisco, pois esta apresenta como principais antocianinas a

cianidina-3-sambudiésido e delfinidina-3-sambudioésido.
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Figura 2 - Estrutura da cianidina-3-soforosideo.

Fonte: ARCHANA et al., 2019.

Ademais, o extrato antocianico apresenta baixa toxicidade, podendo ser utilizado como
ingrediente alimenticio. Também, esse extrato apresenta compostos que estdo ligados na
copigmentacao, como a rutina, acido galico, isoquercetina, kaempferol, quercetina, podendo
servir como estabilizantes de antocianinas contra possiveis degradacfes e/ou mantendo a
coloracdo mais estdvel do extrato de antocianinas da espécie Hibiscus rosa-sinensis
(IFTIKHAR et al., 2022; JOVANSKA et al., 2022).

Segundo os autores Vastrad e Byadgi (2018) e Archana et al. (2021), os principais
fitoquimicos presentes no Hibiscus rosa-sinensis sdo o &cido pentandico, 2- (amino oxi)-
(78,47%), tetradecano, 1-cloro- (7,21%), &cido metano carbotidlico (7,16%) e é&cido
metoxiacético, pentil éster (7,14%). Estes fitoquimicos sdo utilizados como farmacos para
promover atividade anti-fertilidade, antioxidante, antimicrobiana, antimutagénica, anti-
inflamatoria, anticancerigena, hepatoprotetora, diurética, antiasmatica, analgésica, antitérmica,
propriedades antitumor, etc. E por estes fitoquimicos que o hibisco vermelho apresenta valor

medicinal.

A fim de desenvolver corantes naturais a partir das antocianinas do hibisco vermelho, é
importante avaliar técnicas de manutencdo da estabilidade e protecdo das antocianinas,
consequentemente, garantindo que corantes naturais obtidos com extrato de hibisco ndo sejam
instaveis durante armazenamento (FEKETEA; TSABOURI, 2017; JUSOH et al., 2018). Em

complemento, a incorporacdo de compostos antioxidantes em alimentos apresenta algumas
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desvantagens quando diretamente aplicados devido a baixa estabilidade, a interacdo com a
matriz dos componentes alimenticios e o sabor desagradavel (TULINI et al., 2017). Além disso,
0 uso de corantes naturais na industria de alimentos tem aumentado o questionamento sobre 0s
efeitos toxicos dos corantes sintéticos, fortalecendo o consumo consciente em busco de dietas
saudaveis, que promovem a satide humana (PEREZ-OROZCO et al., 2019).

2.4 Encapsulacéo

Uma maneira de garantir a protecdo e estabilidade das antocianinas é através do
processo de encapsulacdo de compostos bioativos. Encapsulacdo € um processo fisico-quimico
ou mecénico onde uma substancia é recoberta de outro material (material de parede), formando
particulas que variam de tamanho em escala milimétrica ou nanométrica (YANG et al., 2020).
As técnicas de encapsulacdo sdo separadas em trés grupos: (1) métodos fisicos: spray-drying,
spray chilling, liofilizacdo, precipitacdo de fluido supercritico e evaporacdo de solventes; (2)
métodos fisico-quimicos: coacervacao, gelificacdo de lipossomas e ions; (3) métodos quimicos:
polimerizacdo interfacial e complexacdo molecular (OZKAN et al., 2019). A técnica de
encapsulacdo também pode proteger os compostos bioativos encapsulados das alteracbes de
condicdes do trato gastrointestinal liberando os compostos dentro do intestino para absor¢édo

pelo sistema circulatério (TULINI et al., 2017).

O desenvolvimento da producédo de capsulas necessita de poucos equipamentos, custo
reduzido de producéo e o processo é ambientalmente consciente. Os produtos da encapsulacao,
ou seja, as capsulas, sdo amplamente utilizadas no setor farmacéutico e sdo recomendadas para
a industria alimenticia por proporcionar beneficios como o aumento da estabilidade térmica,
protecdo de bioativos, favorecimento da liberacdo controlada, protecdo de odores indesejaveis,
melhora a textura e evita a contaminacdo cruzada (ALEMZADEH et al., 2020; YANG et al.,
2020). Para o uso na indUstria de alimentos os materiais usados como materiais de parede e 0
composto bioativo devem ser verificados garantindo os padrGes de seguranca alimentar e

qualidade nutricional.

2.5 Spray chilling
Dentre as técnicas citadas para encapsulagéo, a técnica spray chilling tem se destacado
por ser promissora na estabilizacdo de compostos bioativos em matrizes lipidicas. A técnica

consiste na atomizagéo de solugdes/ emulsdes/ dispersbes em baixas temperaturas contendo a
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substancia de interesse e 0 material de parede. Sob condig¢des controladas de atomizacéo, ocorre
a solidificagdo formando particulas esféricas (MAZZOCATO; THOMAZINI; FAVARO-
TRINDADE, 2019).

Figura 3 - Etapas para a producdo das microparticulas lipidicas.
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Fonte: Do autor, 2022.

Esse processo usa gordura vegetal previamente derretida como material de parede. O
composto ativo é adicionado ao carreador seguido de homogeneizacdo mecéanica. Com a
mistura pronta, ocorre a atomizacdo em camara de resfriamento produzindo microparticulas
contendo compostos bioativos em toda sua estrutura. O equipamento spray chiller pode ser
visualizado na Figura 3.

Microparticula € o nome generalizado para denominar qualquer particula sélida com
tamanho entre 1 e 1000 um, podendo ser classificadas como microcapsulas (sistema de
reservatorio) ou microesferas (sistemas matriciais) (NORDSTIERNA et al., 2010). processo
pelo spray chiller, as microparticulas produzidas sdo microesferas (Figura 4a). No sistema
matricial da microesfera, o material ativo fica homogeneamente disperso, dissolvido ou
suspenso homogeneamente. Ja as microcdpsulas, obtidas no spray dryer sdo particulas
heterogéneas com membrana envolvendo o material ativo, formando um reservatorio
(LENGYEL et al., 2019).
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Dessa forma, a técnica spray chilling se tornou uma estratégia promissora para
estabilizacdo e protecdo de compostos sensiveis em matrizes lipidicas. Sob condicGes de
operacéo de atomizacdo controlada, o material de parede solidifica instantaneamente formando
microesferas, que podem ser solGveis, insoltveis ou de morfologia combinada (FIGURA 4b).
A técnica de spray chilling forma uma parede lipidica que age como uma barreira protegendo
a mistura (CUTRIM; ALVIM; CORTEZ, 2019; TULINI et al., 2017). Os componentes
encapsulados podem ser chamados de diferentes maneiras como agente ativo, material base,
nucleo, preenchimento e fase interna. Ja os componentes encapsulantes podem ser chamados

de material de parede, cobertura, veiculo, membrana e casca.

No spray chiller existe a vantagem de n&o usar solventes organicos e ser desenvolvidas
em temperaturas mais brandas, que sdo fatores importantes para evitar a degradacdo dos
compostos bioativos. Dessa forma, essa técnica € muito empregada na estabilizacdo de
ingredientes funcionais e por ser uma técnica de baixo custo operacional. Em adicdo, as
particulas produzidas no spray-chiller tém potencial de mercado para produtos de confeitaria e
misturas secas para sopa (TULINI et al., 2017; YIN; CADWALLADER, 2018).

Figura 4 - Morfologia das microesferas e microcapsulas (a) Recorte de uma

microesfera e uma microcapsula; (b) Diferentes morfologias de microcapsulas e microesferas.
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Fonte: Adaptado de Figueiredo et al., 2022.
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Os materiais de parede utilizados na técnica spray chilling sdo de base lipidica devido
0 poder de solidificacdo em baixas temperaturas. Alinhando ao extrato de hibisco e produgéo
desejada, as particulas a base de lipidios produzidas serdo desenvolvidas em escala
micrometrica e serdo particulas lipidicas microestruturadas (PLM). As PLM séo fabricadas a
partir de emulsGes dgua em 0Oleo (A/O) com temperaturas acima do ponto de fusdo da mistura
lipidica e que resfriem induzindo a cristaliza¢do. O uso das MLS favorece a retengéo e protecdo
de compostos bioativos, também favorecendo a liberagdo controlada de bioativos
(ALEMZADEH et al., 2020; MCCLEMENTS, 2020). Com o uso da mistura lipidica ocorre o
polimorfismo, favorecendo na estabilidade do material de parede e com isso a estabilidade e

protecdo do composto bioativo.

2.5.1 Lipidios

A classe dos lipidios contém em sua estrutura hidrocarbonetos alifaticos de cadeia longa
e seus derivados. Os lipidios sdo compostos insolliveis em agua, mas soliveis em solventes
organicos. Esses compostos podem conferir brilho, sabor, dureza ou suavidade, lubrificacéo,
espalhabilidade, textura, saciedade, reologia e também funcdo nutricional nos alimentos.
Amplamente empregados em confeitaria, manteiga/pastas, sorvetes, entre outras, sendo muito
estudados para seu uso como material de parede na microencapsulacdo por spray chilling. Os
materiais lipidicos se dividem em hidrocarbonetos, acidos graxos, acilglicerois, esterois e
ésteres de esterois, ceras, fosfolipidios, plasmalogénios, esfingolipidios, terpenos, entre outros
(BAYES-GARCIA et al., 2015; CONSOLI et al., 2016a; ORIANI et al., 2018; SATO, 2018).

A divisdo mais estudada sobre lipidios € entre 6leos e gorduras, que indica se o estado
fisico dos lipidios é liquido ou solido, respectivamente, a temperatura ambiente. Os
triacilglicerdis (TAG) sdo as estruturas lipidicas, compostas por trés moléculas de &cidos graxos
e uma molécula de glicerol e representam 98% da composi¢do dos lipidios. Assim, sdo
responsaveis pela definicdo do comportamento térmico e polimorfico, agindo sobre a
estabilidade, estrutura e caracteristicas sensoriais dos lipidios (CARVALHO et al., 2019;
CONSOLI et al., 2016; PROCOPIO et al., 2018).

Os &cidos graxos (AG) que compdem os lipidios podem ser saturados ou insaturados.
Os AG saturados apresentam apenas ligacdes simples. Os AG insaturados apresentam uma ou
mais duplas ligagdes. O ponto de fusdo do TAG depende do tamanho da cadeia carbénica,

ramificacdo e grau de insaturagcdo dos AG que constituem o sistema e suas posi¢des na molécula
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de glicerol. Devido a linearidade da cadeia dos AG saturados, os TAG sdo melhor empacotados,
aumentando as interagdes moleculares e, consequentemente, apresentam ponto de fuséo
elevado, sendo solidos em temperatura ambiente. AG insaturados, por sua vez, apresentam
baixo ponto de fusdo e se encontram em estado liquido a temperatura ambiente. A
funcionalidade dos lipidios e a cristalizacdo sdo influenciadas pelo estado fisico em que os
lipidios estdo quando processados (CARVALHO et al., 2019; CONSOLI et al., 2016; SATO,
2018).

Misturas lipidicas apresentam diversos pontos de fusdo, de forma a fusdo dos lipidios
presentes ocorra na ordem crescente de temperatura de fusdo das estruturas presentes. Por essa
variedade de caracteristicas, é necessario compreender o comportamento térmico e as
propriedades fisicas dos lipidios utilizados. Na microencapsulacdo por spray chilling as
caracteristicas fisico-quimicas dos lipidios utilizados influenciam nas microparticulas formadas
e na liberacdo do ativo. As microparticulas formadas devem ser dispersas, estaveis ap0s
atomizacdo e com forma polimdrfica estavel para que ocorra encapsulacao eficaz e retencao do

ativo nas microparticulas durante o armazenamento (ORIANI et al., 2018; SATO, 2018).

2.5.2 Cristalizagéo e Polimorfismo

A cristalizacdo e hébito polimoérfico constituem discussdo importante sobre as
propriedades fisicas dos lipidios nos alimentos. As propriedades fisico-quimicas e a
cristalizacéo dos lipidios sdo de complicado entendimento, mas podem ser delineadas através
do estudo do comportamento térmico e pelos AG presentes, que podem ser determinados pelo
polimorfismo (BAYES-GARCIA et al., 2015).

Lipidios submetidos processos térmicos com temperaturas abaixo do seu ponto de fusdo
formam cristais. Dentre os fatores que influenciam a cristalizacao de lipidios, os principais sao
a taxa de resfriamento e a temperatura de cristalizacdo que o lipidio se submete a partir do seu
estado liquido. Esse processo interfere nas propriedades fisico-quimicas e sensoriais, podendo
apresentar variagcbes nas estruturas cristalinas formadas (CARVALHO et al., 2019;
PROCOPIO et al., 2018).

O processo de cristalizagao € exotérmico, pois a energia € liberada quando as moléculas
se agrupam e ocorre reducédo da intensidade das interacdes moleculares. A cristalizacdo ocorre
em duas etapas: formacdo do nlcleo e crescimento de cristais. A partir da colisdo entre

moléculas agrupadas (clusters) ocorre interacbes moleculares que as ligam formando um
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pequeno cristal (nucleo). Através de colisbes entre cristal e novas moléculas, acontece o
crescimento do cristal. Estes processos podem ocorrer a0 mesmo tempo (CARVALHO et al.,
2019; ORIANI et al., 2018).

A especificidade dos cristais formados pelo lipidio ou mistura lipidica se relaciona com
0 comportamento polimorfico e/ou as interagdes moleculares. O polimorfismo é a aptiddo de
um composto de rearranjo em diferentes estruturas cristalinas. A maioria dos lipidios tém
diferentes estruturas cristalinas sob diferentes condi¢des térmicas ao qual sdo submetidos. As
formas polimorficas o, B e B’ sdo tipicas encontradas em lipidios (ORIANI et al., 2018;
PROCOPIO et al., 2018; SATO, 2018).

Transformacdes polimorficas podem ocorrer durante o processo de cristalizacdo e
também apds a finalizagdo. A velocidade dessas transformacfes depende do grau de
homogeneidade dos TAG, ou seja, quanto menor a variedade de TAG, mais rapida é a
transformacéo para formas mais estaveis. A formulacdo, velocidade de resfriamento e o calor
de cristalizacdo sdo fatores que definem o numero de cristais formados e suas formas
polimorficas. Como no spray chilling é aconselhavel a utilizagdo de lipidios de diferentes
composicdes moleculares como material de parede, para melhor encapsulacéo e retencdo de
ativo durante producdo e armazenamento, diferentes formas polimdrficas podem coexistir
(CARVALHO et al., 2019; SATO, 2018).

2.5.3 Material de parede

O material de parede selecionado depende do ativo a ser encapsulado, pois se 0 ativo
for sensivel a altas temperaturas, o ideal é escolher lipideos que apresentem ponto de fusdo que
ndo interfira nas propriedades do material encapsulado, sendo capaz de protegé-lo contra o
ambiente externo (BERTONI; ALBERTINI; PASSERINI, 2019). O material de parede protege
0 nucleo de variagdes de temperatura, oxigénio e umidade durante processamento e
armazenamento. Ele protege o nucleo pelo trato gastrointestinal e as variagcdes de pH, liberando

a substancia para ser absorvida no intestino delgado (YANG et al., 2020).

Diversos materiais podem ser utilizados para o preparo de microcapsulas (spray drying)
e microesferas (spray chilling), incluindo polissacarideos, proteinas, lipidios e outras fontes
naturais (YANG et al., 2020). Para a técnica de spray chilling, os materiais de parede sdo 0s
lipidios. Para a obtencdo das microparticulas lipidicas sélidas por spray chilling é necessario

que, inicialmente, ocorra a fuséo do lipideo, formando as particulas por atomizacao, seguida de
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resfriamento para fixacdo da forma das microparticulas. Para facilitar proporcionar o
aprisionamento do material encapsulado, é realizada mistura de 6leo de palma totalmente

hidrogenado e manteiga de cacau.

O dleo de palma (OP) é um produto obtido da palma ou dendezeiro, que é constituido
de &cido palmitico e oleico, principalmente. O ponto de fusdo do OP varia na faixa de 32 a 40
°C. Para maiores pontos de fusdo em 6leos vegetais, é realizada a hidrogenacgédo. Esse processo
aumenta a estabilidade, reduz as insaturacdes e mantém a fluidez do 6leo liquido. Com a
hidrogenacdo catalitica total, 6leos liquidos podem se transformar em gorduras saturadas.
Atraveés da adicdo de atomos hidrogénio no OP, grupos funcionais insaturados (&cidos oleico,
linoleico e linolénico) sdo convertidos em &cidos saturados (&cido palmitico e estearico). A
transformacdo ocorrida no 6leo de palma (OP) da origem ao 6leo de palma totalmente
hidrogenado (OPTH) de ponto de fuséo entre 55 e 61 °C (O’BRIEN, 2009; PROCOPIO et al.,
2018).

A manteiga de cacau (MC) é caracterizada, predominantemente, por trés acidos graxos
principais: palmitico (C16:0), estearico (C18:0) e oleico (C18:1), que correspondem a trés
triacilglicerdis (TAG): glicerol-1, 3-dipalmitato-2-oleato, glicerol-1-palmitato-2-oleato-3-
estearato e glicerol-1,3-diestearato-2-oleato. As caracteristicas de fusdo, comportamento
térmico e polimérfico da MC é definido pelos TAG. A MC é tem cerca de 70% do contetdo de
gordura sélida a 20°C e se funde entre 30 e 35 °C. A MC tem formas polimdrficas complexas,
sendo relatadas seis diferentes formas polimorficas com diferentes pontos de fuséo (PF): y com
PF em 14 °C e short spacing (SS) em 4,18 A; o. com PF em 20 °C e SS 4,20 A; B> com PF a 22
°CeSS 4,20 A; B> com PF 24 °C e SSem 3,13 ¢ 4,32 A; B com PF em 30 °C e SS 4,58 A; e B
com PF em 32 °C e SS 4,59 A. No Brasil, a MC tem maciez superior as MC encontradas na
Africa e Malésia devido ao baixo contetido de TAG monoinsaturados e contetido alto de TAG
di-insaturados. Com isso, a MC brasileira tem menor resisténcia ao calor (BISWAS et al., 2018;
LE REVEREND et al., 2010; MIYASAKI et al., 2016).

Para o processo de microencapsulacdo, a utilizacdo de apenas um lipidio, liquido ou
solido), como material de parede produz microparticulas ineficazes. Se somente um lipidio
liquido for utilizado para microencapsulagdo, as microparticulas terdo aspecto arenoso com
lipidios parcialmente secos formando aglomeragdes. Se somente um lipidio sélido for utilizado
para microencapsulagéo, as microparticulas apresentarao cadeias aproximadas devido a falta de
insaturacdes, com estrutura mais compacta, densa e ordenada, reduzindo o espa¢o disponivel

para o composto encapsulado. Nos dois casos a retengdo do composto nas microparticulas vai
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ser baixa e/ou a liberacdo vai ser antecipada. A mistura de dois lipidios com diferentes
moléculas forma uma matriz lipidica sélida menos ordenada, favorecendo a retencdo do
material encapsulado dentro da microparticula (ORIANI et al., 2018; PROCOPIO et al., 2018).
Assim, a adi¢do de um outro material lipidico para a formacéo de microparticulas potencializa
a incorporacdo do composto bioativo no interior da microparticula, bem como retarda a difusédo
dos compostos hidrofilicos.

Para a obtencgdo das microparticulas lipidicas sélidas por spray chilling é necessario que,
inicialmente, ocorra a fusdo do lipideo, formando as particulas por atomizacéo, seguida de
resfriamento para fixacdo da forma das microparticulas. Para facilitar proporcionar o
aprisionamento do material encapsulado, é realizada mistura de 6leo de palma totalmente
hidrogenado (OPTH) e manteiga de cacau (MC). A escolha dos materiais de parede é feita pela
boa aceitabilidade da manteiga de cacau e 6leo de palma totalmente hidrogenado em produtos

alimenticios, além de serem matérias primas de alta demanda de mercado.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O hibisco vermelho da espécie Hibiscus rosa-sinensis é uma PANC e, apesar de sua
adaptacdo em territorio brasileiro e de florescer durante o ano, o tempo de aproveitamento de
seus compostos nutricionais é de até 2 dias. Dentre os compostos bioativos do hibisco vermelho,
as antocianinas despertam interesse por ter potencial como corante natural, ter capacidade
antioxidante e enriquecer nutricionalmente produtos alimenticios e farmacos. Contudo, as
antocianinas sdo instaveis apos sua extracdo de fontes vegetais. A microencapsulacdo é uma
técnica considerada eficiente na estabilizacdo de antocianinas e dentre as formas de encapsular
um ativo, o spray chilling vem se destacando como tecnologia emergente com aplicagéo de
temperaturas de processamento mais baixas. Muitos estudos asseguram a eficacia da
microencapsulacao de antocianinas por spray chilling, pois a técnica garante boa retencdo dos
compostos nas microparticulas, aumentando a estabilidade durante o armazenamento, bem
como reduz a taxa de degradacdo das antocianinas. Além disso, a técnica garante a liberacéo
controlada das antocianinas no intestino delgado, 6rgdo onde os compostos bioativos sdo
absorvidos no organismo humano, reduzindo o estresse oxidativo pela capacidade antioxidante
das antocianinas. O uso das microparticulas de antocianinas de extrato de hibisco vermelho é
uma alternativa vidvel na substituicdo de corantes sintéticos ou de origem animal, bem como

podem agregar valor nutricional em produtos alimenticios ou farmacos.
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MICROENCAPSULACAO DO EXTRATO DAS FLORES DE HIBISCO VERMELHO
(HIBISCUS ROSA-SINENSIS) POR TECNICA SPRAY CHILLING UTILIZANDO
OLEO DE PALMA TOTALMENTE HIDROGENADO E MANTEIGA DE CACAU

RESUMO

Neste trabalho, foram avaliados a caracterizacdo, estudo de estabilidade e perfil de
liberacdo gastrointestinal das microparticulas de antocianinas das flores do hibisco vermelho
(Hibiscus rosa-sinensis), com a utilizacéo de 6leo de palma totalmente hidrogenado e manteiga
de cacau como materiais de parede, produzidas por spray chilling. A propor¢do de material de
parede foi de 70 para 30 de extrato de hibisco e a utilizacdo de formulacbes binarias lipidicas,
contendo 06leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH) e manteiga de cacau (MC), preparadas
no ultrassom-assistido nas propor¢des de 100 OPTH (Controle), 75/25, 50/50, 60/40 e 40/60.
As emulsdes foram homogeneizadas no ultrassom-assistido com tempo de permanéncia de 240
s com poténcia de 200 W. O aumento do contetdo de manteiga de cacau reduziu a temperatura
de fusdo, aumentou o comportamento polimorfico instavel, apresentando caracteristicas
amorfas das microparticulas. A viscosidade foi aumentada, aglomeragdes ficaram mais visiveis,
teve surgimento de orificios na superficie e maiores didmetros médios, o que pode causar
diferencas sensoriais e nutricionais em produtos com a adi¢do destas microparticulas. Os picos
caracteristicos do extrato de flores do hibisco séo visualizados nos espectros das microparticulas
produzidas por spray chilling, concluindo que as antocianinas ndo foram destruidas durante a
microencapsulacéo. A capacidade antioxidante das antocianinas do hibisco vermelho variou de
75 a 79 %, com melhor resultado do tratamento PLM_75:25. A manteiga de cacau como
material de parede em mistura com o 6leo de palma totalmente hidrogenado, se utilizada em
baixas proporc¢des como no tratamento PLM_75:25, apresenta atividade antioxidante elevada e
o perfil de liberacéo de antocianinas no sistema gastrointestinal simulado in vitro tem liberagéo
controlada e reduzida no trato gastrico e mais intensa no trato intestinal para absorcéo eficaz
dos compostos antioxidantes no intestino delgado. Também, no estudo de estabilidade, o
tratamento PLM_75:25 teve a maior retencdo de encapsulamento e reduziu a diferenca total de
cor. De maneira geral, as microparticulas obtidas para todos os tratamentos sao sensiveis a luz
e a temperatura de 35 °C. E ideal que estas microparticulas sejam armazenadas abaixo dessa
temperatura e sem contato com a luz para sua utilizacéo eficaz como corante natural de produtos
alimenticios.

Palavras-chaves: Hibiscus rosa-sinensis. Cianidina-3-Soforosideo. Spray chilling.
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1 INTRODUCAO

O crescimento do mercado de plantas alimenticias ndo convencionais (PANC) é
promissor para o setor alimenticio e farmacéutico, com destaque para as flores comestiveis,
fontes de compostos bioativos como as antocianinas e outros compostos que atuam como
antioxidantes, antimicrobianos, dentre outras fun¢Ges. Uma das flores comestiveis mais
populares no Brasil é a da espécie Hibiscus rosa-sinensis, planta conhecida como hibisco
vermelho, com flores contendo vitaminas, flavonoides, &cido ascérbico, niacina, riboflavina,
tiamina e a antocianina cianidina-3-soforosideo. Esses compostos apresentam maior eficiéncia
e menor custo quando comparados a suplementos sintéticos, com funcao de protecdo do corpo
contra danos oxidativos decorrentes do acumulo de radicais livres no organismo humano. No
entanto, as flores do hibisco duram de 1 a 2 dias ap0s desabrochar (PASCUAL et al., 2017;
SILVA, WIEST, CARVALHO, 2016). Portanto, faz-se necessario estudar novas formas de
aproveitamento desta PANC e seus compostos bioativos, garantindo condicOes de

armazenamento adequadas para a extensao da utilizacao.

Uma alternativa de garantir a protecdo e estabilidade de compostos bioativos é por meio
de técnicas de microencapsulacdo. A microencapsulacdo € um processo fisico-quimico ou
mecénico onde uma substancia € recoberta de outro material (material de parede), com
diferentes funcdes, como protecdo, mascaramento de odor e sabor, aumento da estabilidade
térmica, favorecimento da liberacdo controlada, melhoria da textura e protecdo contra
contaminacdo cruzada (ALEMZADEH et al., 2020; YANG et al., 2020). Dentre as técnicas
para microencapsulacdo, a técnica spray chilling tem se destacado por ser promissora na
estabilizacdo de compostos bioativos em matrizes lipidicas. A técnica consiste na dispersdo do
material ativo emulsificado ou solubilizado em uma matriz lipidica fundida. A mistura é
atomizada até uma cdmara contendo ar em temperatura abaixo do ponto de fusdo da matriz
lipidica, onde as goticulas se solidificam dando origem as particulas lipidicas sélidas
(MAZZOCATO; THOMAZINI; FAVARO-TRINDADE, 2019). A microencapsulacdo por
spray chilling de extrato de hibisco por meio de material de parede lipidico garante protecgéo,
estabilidade e extensdo do uso das antocianinas do hibisco vermelho. A metodologia spray
chilling tem a vantagem de néo usar solventes organicos e ser desenvolvidas em temperaturas
mais brandas, fatores importantes para evitar a degradacdo dos compostos bioativos, bem como
é caracterizada pelo baixo custo. Com isso, a microencapsulacdo e as tecnologias alimentares

podem ser utilizadas como alternativa, permitindo o desenvolvimento de alimentos e
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nutracéuticos, cuja biodisponibilidade e manutencgéo da funcionalidade dos ingredientes ativos
sejam essenciais (ALEMZADEH et al., 2020).

Para o processo de microencapsulacédo, a utilizacdo de apenas um lipidio, liquido ou
solido), como material de parede produz microparticulas ineficazes. Se somente um lipidio
liquido for utilizado, as microparticulas terdo aspecto arenoso com lipidios parcialmente secos
formando aglomeracbes. Se somente um lipidio sélido for utilizado, as microparticulas
apresentarao cadeias aproximadas devido a falta de insaturagdes, com estrutura mais compacta,
densa e ordenada, reduzindo o espaco disponivel para o composto encapsulado. Nos dois casos
a retencdo do composto nas microparticulas vai ser baixa e/ou a liberagdo vai ser antecipada. A
mistura de dois lipidios com diferentes moléculas forma uma matriz lipidica sélida menos
ordenada, favorecendo a retencdo do material encapsulado dentro da microparticula (ORIANI
etal., 2018; PROCOPIO et al., 2018). Para a obtencdo das microparticulas lipidicas solidas por
spray chilling é necessario que, inicialmente, ocorra a fusdo do lipideo, formando as particulas
por atomizacdo, seguida de resfriamento para fixacdo da forma das microparticulas. Para
proporcionar o aprisionamento do material encapsulado, ¢ realizada mistura de 6leo de palma
totalmente hidrogenado (OPTH) e manteiga de cacau (MC). A escolha dos materiais de parede
é feita pela boa aceitabilidade da manteiga de cacau e 6leo de palma totalmente hidrogenado

em produtos alimenticios, além de serem matérias primas de alta demanda de mercado.

Desta forma, o objetivo deste trabalho é produzir microparticulas lipidicas solidas das
antocianinas das flores hibisco vermelho (Hibiscus rosa-sinensis), obtidas pela técnica spray
chilling, usando 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH) e a manteiga de cacau (MC)
como materiais de parede em diferentes proporcbes para caracterizar e avaliar as
microparticulas quanto comportamento térmico, polimorfismo e caracteristicas fisico-quimicas.
Também, as microparticulas foram avaliadas quanto a estabilidade durante o armazenamento a
35 °C, com presenca e auséncia de luz, caracterizadas pela retencdo de encapsulacéo, diferenca
total de cor e analises de grupos funcionais. Ademais, € objetivo deste trabalho definir o perfil
de liberacdo de antocianinas do hibisco contidas nas microparticulas no trato gastrointestinal

simulado in vitro.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material
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As flores de hibisco desidratadas da espécie Hibiscus rosa-sinensis, utilizados como
material ativo no processo de encapsulagdo, foram adquiridas em comércio de produtos naturais
(Lavras, Minas Gerais, Brasil). Como materiais de parede, foram utilizados o éleo de palma
totalmente hidrogenado livre em trans (OPTH; ponto de fusdo 55-61 °C, Agropalma, Limeira,
Sédo Paulo, Brasil) e a manteiga de cacau (MC; ponto de fusdo 32-35 °C, Industria Brasileira de
Cacau, Rio das Pedras, S&o Paulo, Brasil), bem como foi empregado o emulsificante
polirricinoleato de poliglicerol (Grinsted® PGPR Super, Cotia, S&o Paulo, Brasil).

2.2 Extracdo das antocianinas do Hibisco

As metodologias de Kuck, Wesolowski e Norefia (2017) e Melo et al. (2020), foram
utilizadas com adaptacdo para obtencdo do extrato das flores do hibisco foram utilizadas com
adaptacdes. As antocianinas foram extraidas por meio de solugdo aquosa acidificada (pH= 2,5)
com acido citrico (1%), na proporcao hibisco desidratado: solvente de 2:5 (p/p), com posterior
maceracdo. A mistura foi repousada no escuro por um periodo de 24 h para garantir melhor
estabilidade da cor das antocianinas extraidas, que pode ser afetada pela presenca da luz. O EH
obtido foi filtrado em organza e centrifugado a 1610 RCF por 5 min para retencdo de residuos

solidos. Em seguida, o extrato filtrado e centrifugado foi armazenado a 5°C até o uso imediato.

2.3 Selecéo das proporc¢des dos materiais de parede

As cinco formulacbes, com diferentes proporcdes de dleo de palma totalmente
hidrogenado (OPTH) e manteiga de cacau (MC), empregadas nessa pesquisa foram: 100%
OPTH (PLM_100:0, Controle), PLM_75:25 (3 OPTH: 1 MC), PLM_50:50 (1 OPTH: 1 MC),
PLM_60:40 (3 OPTH: 2 MC) e PLM_40:60 (2 OPTH: 3MC).

2.4 Preparo das emulsdes

Inicialmente, os materiais lipidicos nas diferentes proporg¢des foram fundidos em banho
maria a 65 °C. Apods fusdo total dos lipidios, o emulsificante polirricinoleato de poliglicerol
(PGPR) foi adicionado na proporcdo de 4% em relacdo aos materiais lipidicos, definida em
testes preliminares. A fase oleosa foi entdo homogeneizada em agitador magnético por 120 s a
45 RCF e temperatura controlada entre 70 e 80 °C. Posteriormente, o EH foi adicionado a fase

lipidica em uma proporcéo de 30% em relagdo aos lipidios e a mistura foi agitada por mais 120
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s. A proporcéo entre EH e os materiais de parede foi definida em pre-testes através de teste de

estabilidade apds homogeneizagdo da mistura.

Apds a homogeneizacdo em agitador magnético, as emulsdes foram submetidas ao
ultrassom (Modelo 450 — Branson Ultrasonic, USA), com a probe (¢ 13 mm) imersa 24 mm
nas emulsdes, por um periodo de 240 s e poténcia de 200 watts. As condi¢des foram definidas
de acordo com pré-testes feitos no laboratdrio que indicaram melhora significativa na
estabilidade das emulsBes. Por fim, imediatamente apds homogeneizacdo em ultrassom, as
emulsGes formadas foram atomizadas para producéo das particulas lipidicas microestruturadas
(PLM).

2.5 Producéo das PLM no spray chiller
As PLM foram preparadas em um spray chiller (Labmaq do Brasil, modelo MSD 1.0,

Ribeirdo Preto, SP, Brasil). A alimentacdo das emulsdes até o bico atomizador (modelo duplo-
fluido com 3,0 mm de diametro) foi feita pela abertura da valvula no suporte de agquecimento
de vazéo da amostra com vazédo de 10 mL/ min. As temperaturas da amostra e do ar comprimido
foram em 67 °C e 77 °C, respectivamente. A vazdo do ar comprimido foi de 35 L/h e a
temperatura do ar de resfriamento foi cerca de -1°C. No final do processo, as amostras
produzidas foram recolhidas no pote coletor e armazenadas em zip lock metalizado
hermeticamente fechado e mantidas a -18°C até a realizacdo das analises. Os ensaios foram
conduzidos em triplicata.

2.6 Caracterizagdo dos materiais lipidicos puros e das PLM
2.6.1 Comportamento Térmico (DSC)

Os materiais lipidicos puros e as PLM foram analisadas quanto ao comportamento
térmico por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) em um calorimetro modelo 2920 (TA
Instruments, New Castle, Delaware, USA). Foram pesadas amostras (~10 mg) em cépsulas de
mistura de aluminio seladas hermeticamente. As condi¢cdes de operacdo foram: aquecimento
até 80 °C por 10 min, resfriamento até -70 °C (10 °C/min) durante 30 min seguido novamente
de aquecimento a taxa de 10 °C/min até atingir 80 °C, mantendo essa temperatura por 10 min.
As curvas de fusdo foram obtidas no segundo aquecimento. O software Origin Pro 9.0 foi

utilizado para obtencdo das curvas térmicas e para definir os parametros de cristalizacéo e fusdo.
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2.6.2 Polimorfismo (DRX)

As formas polimorficas dos materiais lipidicos e das PLM produzidos foram
determinadas pelo método AOCS (2004) Cj 2-9527. As amostras foram analisadas em um
difratbmetro de Raios-X utilizando a geometria de Bragg - Bretano (0:20) com radiagdo Cu-
Ka(k=1.5418 A, tensdo de 40 KV e corrente de 30 mA). As medidas foram tomadas com
intervalo em angulo 26 de 5 a 40°, com tamanho de passos de 0,02° a cada 2 s. As formas

polimorficas foram identificadas a partir de short spacings caracteristicos.

2.6.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Medidas de FTIR foram realizadas para o extrato de hibisco, 0 OPTH, a MC e as PLMs
a 25°C na regido de 4000 a 400 cm, com resolucdo de 4 cm™ e acimulo de 64 varreduras em
um espectrdmetro com acessorio Total Attenuated Reflectance (ATR) (Jasco 4100, Tokyo,

Japan).

2.6.4 Morfologia (MEV)

A analise morfoldgica das PLMs foi realizada, por meio da observacdo de imagens
obtidas por 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 (SCD

050) e observadas no microscépio eletronico de varredura (LEO EVO 40 XVP, Carl Zeiss).

2.6.5 Diametro médio e indice de polidispersibilidade (Span)

Para dispersar as PLM foi utilizado agua destilada e um sonificador (Modelo S-450D,
Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, EUA). A mistura contendo as PLM foi
homogeneizada por 1 min a uma poténcia de 200 watts. O diametro médio de Brouckere (Da4,3)
e o indice de polidispersao (Span) foram determinados usando um Mastersizer (Modelo 3000E,
Malvern Instruments Inc., Worcestershire, U.K.). Equacbes (1 e 2), respectivamente.

Y ni
T

don —

Span = ( 9od5(

Onde [Da43] é o didametro volumetrico das microparticulas (um), d é o didametro das

microparticulas (um), n € o numero adimensional de microparticulas entre dois didmetros
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consecutivos. Span indica a polidispersdo e as variaveis, dgo, dio € dso sdo didmetros das

microparticulas (um) a 10%, 50% e 90% do volume acumulado, respectivamente.

2.6.6 Densidade aparente, densidade compactada, fluidez e coesividade

A densidade das PLM foi medida tanto como densidade aparente (solta/derramada)
quanto densidade batida. A densidade aparente foi medida pesando-se uma proveta graduada
de 10 mL preenchido com as PLM cuidadosamente nivelado, sem compactagdo, até um nivel
estabelecido, e expresso como densidade aparente = peso das PLM (kg)/volume do p6 (m°). A
densidade compactada foi medida na proveta contendo as PLM que foi suavemente batido em
uma mesa até que uma diferenca insignificante de volume entre as medidas sucessivas fosse
observada. O novo volume obtido apds a batida foi lido na proveta graduada, e expresso como
densidade compactada = peso das PLM (kg)/volume de PLM batidas (m®). A fluidez e a
coesividade foram expressas em termos de indice de Carr (IC), também chamado de indice de
compressibilidade, e razdo de Hausner (RH), respectivamente, usando as seguintes expressoes
(PUGLIESE et al., 2017):

IC = ((Densidade compactada —Densidade aparente) / Densidade compactada;

RH = Densidade compactada/ Densidade aparente.

2.6.7 Atividade de a4gua (aw)

A atividade de agua (aw) das microparticulas foi determinada por um equipamento de
medicdo de atividade de 4gua (Aqualab 4TE, Decagon, Pullman, EUA) a 25 °C + 0,5 °C.

2.6.8 Conteudo total de antocianinas nas PLM

As antocianinas totais foram determinadas pela metodologia adaptada de Kuck,
Wesolowski e Norefia (2017) e Jusoh et al. (2018). Para a extra¢do das antocianinas, 3,0 g das
PLM foram misturados em 10 mL de etanol e homogeneizadas por 1 min em vortex. A seguir
a mistura foi deixada em banho ultrassdnico a temperatura ambiente (25°C) por 1 h e
homogeneizadas em vortex por 30 s a cada meia hora. A mistura foi centrifugada (2 min/1610
RCF) para decantar o material sélido. O sobrenadante foi misturado com solucgdo tampéo de pH
1,0. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro - UNICO Spectrophotometer
2800UV/VIS (United Products & Instruments Inc., New Jersey, EUA) a 535 nm. As leituras



41

foram feitas em triplicata. Os resultados foram expressos em mg de cianidina-3-glicosideo por
100 g de amostra em base Umida, usando a capacidade de absorcdo molar (<€) de 26900
L/cm.mg e peso molecular (PM) de 449,2 g/ mol (EquacGes 3 e 4). Nao houve necessidade de
expressar o conteudo total de antocianinas em base seca por ndo ocorrer evaporagao de solvente

na técnica de spray chilling.
An(mg/L) = Abs x 1000 x FD x PM/€x L (3)

Abs é o valor da absorbéancia obtido, FD é o fator de dilui¢do e L o comprimento da cubeta.
CTA (mg/g) = An(mg/L) XV +m 4)

V é 0 volume da amostra na cubeta e m é a massa de amostra utilizada para anélise.

2.6.9 Retencdo de encapsulacdo inicial em relacdo ao conteido de antocianinas (RE)

Apos o calculo das antocianinas totais, a retencao de encapsulacao total de antocianinas
foi determinada pela relacdo entre o conteldo de antocianinas totais presentes nas
microparticulas (CTA_M), e o conteido de antocianinas totais presentes no extrato de hibisco
(CTA_E), de acordo com metodologia proposta por Figueiredo et al. (2020) e Song et al.
(2020). O resultado € apresentado em porcentagem de retencéo, conforme descrito na Equacéo
5.

RE(%) = ((CTA_M = CTA_E) x 100 (5)

2.6.10 Capacidade Antioxidante total pela captura do radical livre (DPPH)
A capacidade antioxidante das PLM foi avaliada por ensaio DPPH (2,2-difenil-1-

picrilhidrazil (Sigma-Aldrich, EUA) de acordo com a metodologia de Campelo-Felix et al.
(2017) com modificacdes. Para determinar a capacidade antioxidante das PLM 0,5g de amostras
foram misturadas em 7 mL de etanol acidificado (HCI 0,1%, v/v), homogeneizados por 1 min
em vortex, a seguir a mistura foi levada para o banho ultrassénico a temperatura ambiente
(25°C) por 1 h e homogeneizadas em vortex por 30 s a cada 30 min durante seu periodo no
banho ultrassdnico. A mistura foi centrifugada (2 min/1610 RCF) para decantar o material
solido. 1 mL da solugdo com as microparticulas foi adicionado a 3,9 mL da solucéo estoque de
DPPH e agitados em vortex por 30 s; em seguida foram armazenadas no escuro por 1 h para
facilitar a reacéo do radical DPPH com o extrato da casca de uva contido nas PLM. O branco

foi preparado substituindo a solugdo das PLM por 1 mL de etanol puro. Os valores de
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absorbancia da solucéo em branco e das amostras foram medidos em um comprimento de onda
de 515 nm. A capacidade antioxidante (CA) das microparticulas foi determinada usando a
Equacéo 6, onde AOQ é a absorbancia do branco e AE é a absorbancia da amostra.

CA(%) = ((A0 — AE) = A0) x 100  (6)

2.6.11 Parametros de cor

Os parametros de cor Hunter L*c*h° das PLMforam medidos com colorimetro portétil
(CR-10, Konica Minolta, Japdo). A cor das amostras foi descrita por meio dos parametros L*
(0 = preto, 100 = branco, que indica a luminosidade da amostra), c* (saturacdo de cor) e h°

(matiz: de 0° ou 360° = cor vermelha, 90° = amarelo, 180° = verde e 270° = azul).

2.7 Estabilidade acelerada das PLM

Foi realizado um estudo da estabilidade acelerada das PLM armazenadas no periodo de
60 dias a 35 °C na auséncia e presenca de luz. Assim, 3 g de cada tratamento foram
acondicionadas em embalagens plasticas de polipropileno transparentes com zip lock (dimensao
55 x 55mm). O primeiro ambiente consistiu em uma incubadora com temperatura controlada
(B.O.D.) a 35 °C, onde as PLM n&o foram expostas a luz. No segundo ambiente as
microparticulas foram acondicionadas em incubadora com emissdo de luz direta durante todo

0 periodo de armazenamento.

O intuito dessa analise foi avaliar as mudancas ocorridas nas PLM, quando ao
submetidas a diferentes ambientes. No periodo de armazenamento, as microparticulas foram
submetidas as analises de retencdo de encapsulacéo total (secdo 2.6.9), diferenca total de cor
(delta E, Equacdo7) nos intervalos de tempo de 0; 4; 8; 12; 20; 30; 45 e 60. A diferenca total de
cor foi classificada de acordo com Cserhalmi et al., (2006). Além disso, espectros de FTIR do

tempo inicial e final e imagens das PLM também foram avaliados.

AE = V(AL? + Aa? + Ab?) (7)

2.8 Perfil de liberacéo gastrointestinal in vitro das PLM

Os fluidos gastrico e intestinal foram preparados conforme descrito por Flores et al.
(2014). O pH dos fluidos digestivos foi ajustado com HCI 1M ou NaOH 1M. Antes da digestéo
simulada, as antocianinas foram determinadas no extrato de hibisco e PLM conforme descrito

na Sec¢éo 2.6.8. Foram pesadas 2 g das amostras e colocadas em frascos Erlenmeyer de 250 mL
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e adicionados 25 mL de fluido gastrico simulado. O pH foi ajustado para 1,3 com HCI 1M e a
solugéo foi incubada a 37 °C em banho com agitacdo regulada para 4 RCF por 2 h. Em tempos
diferentes, aliquotas (1 mL) foram retiradas para anélise de antocianina e substituidas pela
mesma quantidade de meio fresco, e a reacao foi interrompida resfriando os tubos de ensaio em
gelo. Ao final da digestéo gastrica, o pH foi ajustado para 8,1 com NaOH 1M antes da adi¢éo
da solucdo de pancreatina e sais biliares. A solu¢do com cada amostra foi incubada a 37 °C em
banho agitado por mais 2 h. Em tempos diferentes, aliquotas foram retiradas para anélise de
antocianina e a reacdo foi interrompida por resfriamento dos tubos de ensaio em gelo. As
amostras colhidas durante a digestdo intestinal foram imediatamente acidificadas em pH 2,0
para garantir a estabilidade das antocianinas presentes na mistura reacional (MINEKUS et al.,
2014; TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Os tubos de ensaio foram entéo centrifugados a 1610
RCF por 5 min e os sobrenadantes foram removidos para a determinacdo da concentracdo de
antocianinas. Para isso, 1 mL do sobrenadante foi misturado com 2 mL de etanol acidificado
(HCI 0,1%, v/v) e a mistura foi centrifugada (1610 RCF/ 2 min). A absorbancia do sobrenadante
foi medida em um espectrofotdmetro UNICO 2800UV/VIS (United Products & Instruments
Inc., New Jersey, EUA) a 535 nm. Para determinar a perda percentual, o teor inicial de
antocianinas das amostras foi comparado com a perda de antocianinas durante o estudo de

liberacdo.

2.9 Analises estatisticas

O experimento foi conduzido com trés repeticdes, e as medidas das analises foram
realizadas em triplicata em um delineamento inteiramente casualizado. Os fatores foram
submetidos ao teste ANOVA para avaliacao do efeito significativo de cada nivel analisado, ao
nivel de significancia de 5%. Na consideracdo da significancia entre os tratamentos, o teste de
comparacdo de média de Duncan foi aplicado. O software Statistica (ver. 8.0, Stat. Soft. Inc.,

Tulsa, EUA) foi utilizado para todas as anlises estatisticas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagdo dos materiais lipidicos puros e das PLM

A Figura 1 apresenta o aspecto dos pds obtidos para cada tratamento formulados de
particulas lipidicas microestruturadas (PLM) obtidas pela técnica spray chilling. O tratamento
PLM_100:0 apresentou pé mais fino e mais luminoso, isso devido a utilizagao do 6leo de palma
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totalmente hidrogenado (OPTH) como Unico material de parede, produzindo microparticulas
de didmetros menores e por apresentar coloracdo amarelada, resultou ao p6 mais claro. Os
tratamentos PLM_50:50, PLM_60:40 e PLM_40:60 apresentaram maiores aglomeracoes
devido ao alto conteido de manteiga de cacau, sendo que PLM_40:60 apresentou as maiores

aglomerac0es e baixa luminosidade, apresentando microparticulas viscosas e mais escuras.

Figura 1 — Fotos das particulas lipidicas microestruturadas obtidas por spray chilling.

PLM_100:0 PLM_75:25 PLM_50:50 PLM_60:40 PLM_40:60

10PTH:0MC 3O0PTH:1MC 1O0PTH:1MC 3O0OPTH:2MC 2OPTH:3MC

Legenda: PLM_100:0: 100 de OPTH para 0 de MC; PLM_75:25: 75 de OPTH para 25 de MC,;
PLM_50:50: 50 de OPTH para 50 de MC; PLM_60:40: 60 de OPTH para 40 de MC; PLM_40:60: 40
de OPTH para 60 de MC.

3.1.1 Comportamento Térmico (DSC)

Segundo Procopio et al. (2018), o spray chilling produz microparticulas estaveis a partir
de materiais de parede com temperatura de fuséo acima de 45 °C, garantindo baixa aderéncia
das particulas ao equipamento e, consequentemente, maior rendimento. As curvas de fusdo e
cristalizacdo dos materiais de parede, MC e OPTH, utilizados nesse projeto sdo apresentadas

abaixo pelas Figuras 2a e 2b, respectivamente.

Foram obtidos dois picos para o 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH), em
51,16 °C e 59,66 °C. Na producéo de microparticulas de &cido galico pela técnica spray chilling
utilizando 6leo de soja e OPTH como material de parede, Consoli et al. (2016) encontrou na
analise de comportamento térmico picos de temperatura de fuséo de 53,1 °C e 62,6 °C. Esses
valores sdo similares ao encontrado no estudo de Lopes et al., (2015) que ao avaliar
microparticulas produzidas no spray chiller com diferentes gorduras totalmente hidrogenadas
(hardfats), encontrou para 0 OPTH temperatura de pico maximo de 60,37 °C, justificando que
este resultado é encontrado pois os acidos graxos sao, em quase totalidade, de cadeia longa em
suas composicdes. Procopio et al. (2018) ao produzir microparticulas lipidicas contendo
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oleoresina de casca de canela, encontrou de picos proximos na curva de fusdo do OPTH, de
48,94 °C e 58,02 °C. Em estudos analisados por Consoli et al. (2016), autores afirmam que o
primeiro pico de menor intensidade obtido nas curvas de fusdo do OPTH esta associado a
transi¢do dos cristais de triestearina da forma polimorfica a para a . J4 o segundo pico de maior
intensidade da curva de fusdo esta associado com a alta concentracdo de triacilglicerdis de alto

ponto de fusdo, como a triestearina, fazendo a transi¢ao da forma 3 para o estado liquido.

Em relacdo a curva de cristalizacdo, processo exotérmico, do OPTH, foi obtido pico
bem definido e intenso de 34,67 °C. Esse resultado é proximo ao encontrado por Procopio et
al. (2018) de 39,95 °C e um pouco mais distante ao encontrado por Consoli et al. (2016), que
obteve pico bem definido de cristalizagdo em 46,52 °C. Para Consoli et al. (2016), encontrar
um unico pico bem definido na curva de cristalizacdo representa a alta fracéo de triacilglicerois
trissaturados do OPTH. O processo de cristalizacdo é um evento exotérmico que libera energia
da amostra estudada durante o processo (PROCOPIO et al., 2018).

Para a manteiga de cacau (MC) foi obtido pico bem definido de 22,28 °C. Este
comportamento esta associado a composicao deste lipidio, que possui, conforme apresentado
por Noorzyanna et al. (2017), alta concentracdo de triacilglicerdis (TAG) mono- ou di-
insaturados contendo &cido oleico, com baixa temperatura de fusdo. TAG mono- di- ou tri-
insaturados fundem-se a temperaturas mais baixas que A&cidos trissaturados (SATO,
2018).Assim, a energia necessaria para a fusdo dos triacilglicerois insaturados é aumentada.
Esse valor se encontra entre os valores obtidos no estudo de misturas lipidicas de Noorzyanna
et al. (2017) que obteve curva de fusdo para a MC com pico maximo em 18°C e dos autores
Jeyarani e Reddy (1999), que analisaram a resisténcia ao calor da gordura de kokum e da
manteiga de cacau, onde obtiveram pico maximo de fusdo para MC em 32,5 °C. No estudo
investigativo e comparativo entre a manteiga de cacau e o equivalente de manteiga de cacau,
Bresson et al. (2021) obteve curva de fusdo com pico maximo para MC em 22 °C. Os autores
Declerck et al. (2021), Obaidat et al. (2021) e de Joshi, Zielbauer e Vilgis (2020), encontraram

na curva de fusdo obtidas paraa MC picos maximos de 34 °C, 33°C e 33,6 °C, respectivamente.

Quanto a curva de cristalizagdo da MC, foi obtido pico intenso e bem definido em 7,1
°C e um segundo pico de menor intensidade em -23,7 °C. Segundo Procopio et al. (2018), a
presenca de dois picos de cristalizagdo pode estar relacionada a sua caracteristica semissolida,
existindo a presenca de duas fases distintas (solida e liquida). A fracdo solida é composta, em
sua maioria, por triacilglicerois (TAG) trissaturados fundidos em temperaturas mais altas, €

responsavel pelo pico 1, enquanto que a fracdo liquida é composta por &cidos graxos de menor
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ponto de fusdo, ficando no pico 2 de cristalizagdo. No trabalho de Noorzyanna et al. (2017),
foram encontrados na curva de cristalizagdo quatro picos, sendo eles -32 °C, 3 °C, 14 °C e 19
°C. Bresson et al. (2021) obteve curva de cristalizagdo com picos em 8,4 °C e 13,2 °C e Joshi,

Zielbauer e Vilgis (2020) encontraram picos na curva de cristalizacdo em -7 °C e 7,4 °C.

O comportamento térmico dos tratamentos foi analisado apds a producdo das
microparticulas. A figura 2c apresenta as curvas de fusdo e cristalizacdo do tratamento
PLM_100:0. E necessario lembrar que para este primeiro tratamento ndo foi utilizado a MC

como material de parede, apenas OPTH.

Assim, a curva de fusdo de PLM_100:0 apresenta dois picos bem proximos, cerca de 49
e 58 °C, bem como 0 OPTH (Figura 2b). Houve um pequeno deslocamento dos picos de fusdo
para a esquerda e o aparecimento de um novo pico em -1,3 °C, explicados pela adigéo do extrato
de hibisco, reduzindo o ponto de fusdo das microparticulas produzidas em relacdo ao OPTH.
Também, segundo Procopio et al. (2018) podem ter ocorrido alteragdes no comportamento

térmico dos materiais de parede apds processamento no equipamento spray chiller.

Em relacdo a curva de cristalizacdo de PLM_100:0, ocorre um deslocamento para a
direita em relacdo a curva de cristalizacdo do OPTH e surge um novo pico em -22 °C. Além
disso, € visualizado um pico em 38 °C, similar ao encontrado no OPTH em 35 °C. O
deslocamento e a apari¢do de um novo pico na curva de cristalizacdo podem ser explicados pela
adicdo do extrato de hibisco. A apari¢do dos novos picos na curva de fusdo e cristalizagéo,
comparando com 0s picos ja visualizados nas curvas de fusdo e cristalizacdo do OPTH, pode
ser explicada devido a adicdo de formas polimorficas mais instaveis advindas do extrato de
hibisco, sendo estas fundidas primeiro e com tendéncia a recristalizar junto as formas mais

estaveis, causando mudancas nos perfis das curvas.

Com a adicdo da manteiga de cacau (MC) como material de parede para a producdo de
microparticulas, 0 comportamento térmico apresentou mudancas. A figura 2d apresenta as
curvas de fuséo e cristalizacdo do tratamento com material de parede na proporcdo de OPTH
75:25 MC (PLM_75:25). Fazendo analise e comparagdo da curva de fusdo deste tratamento
com a curva de fuséo do tratamento anterior analisado e, tendo como base as curvas de fuséo e
cristalizacdo do OPTH e MC, ocorre um maior deslocamento para a esquerda, reduzindo o valor
da temperatura de fusdo dos picos bem definidos para 44,6 (pico 3) e 55,5 °C (pico 4),

respectivamente. Também, é visualizado um pico pouco intenso e definido caracteristico da
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MC que se mescla com o pico do OPTH (pico 2 e 3), pico este que teve sua intensidade reduzida,

que pode ser causada pela mesclagem dos TAG insaturados da MC e OPTH.

A curva de cristalizagdo do tratamento PLM_75:25 apresentou maior deslocamento para
a direita que o tratamento PLM_100:0. O pico pouco definido e intenso (pico 2) perto de 9,3
°C, € caracteristico da curva de cristalizagdo da MC, porém aparece em menor intensidade
devido a proporcéo utilizada de MC em relacdo ao OPTH. O pico 3 provavelmente representa
0 mesmo que o pico 2 no tratamento PLM_100:0. Também, a cristalizacao de lipidios liquidos
resulta em uma contracdo no volume das moléculas lipidicas e a fusdo de lipidios solidos leva
a expansao do volume (ORIANI et al., 2016). Desta forma, a estrutura cristalina mais compacta
do tratamento PLM_100:0 esté relacionada com a maior concentracéo de lipidios saturados do

6leo de palma totalmente hidrogenado.
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Figura 2 - Curvas de fuséo e cristalizagdo dos materiais lipidicos puros e das PLM.
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A Figura 2f das curvas de fusdo e cristalizacdo do tratamento PLM_50:50. Em relacao
a curva de fusdo, os picos caracteristicos do comportamento térmico do OPTH (picos 3 e 4) se
deslocaram para a esquerda, reduzindo a temperatura de fusdo para cerca de 53 °C. Essa
alteracdo reflete diretamente na reducdo do contetdo de OPTH no tratamento. Também ocorre
reducdo na intensidade e definicdo dos picos. A intensidade do pico 2, pico caracteristico da
MC, é aumentada e o pico € deslocado para a direita, em relagdo ao tratamento PLM_75:25,
aumentando a temperatura de fusdo. Ja o pico 1 tem sua definigdo e intensidade aumentadas e

também é deslocado para a direita, aumentando a temperatura de fuséo.

A curva de cristalizacdo apresentou deslocamento do pico 1, caracteristico do OPTH,
para a esquerda em relagéo ao resultado obtido no tratamento PLM_75:25, mostrando a redugéo
na temperatura de cristalizacdo dos TAG saturados de OPTH de acordo que reduz o conteudo
de OPTH do tratamento. O pico 2, refente a MC, deslocou para a direita, teve sua intensidade

e definicdo aumentadas. Além disso, o pico 3 deslocou-se para a direita.

O comportamento térmico do tratamento PLM_60:40 é apresentado na figura Z2e.
Tomando como comparagdo o tratamento PLM_100:0, o pico 4, da curva de fusdo, foi
deslocado para a esquerda, reduzindo 4 °C da temperatura de fusdo. O pico 2, por sua vez, se
manteve em temperatura de fusdo proxima aos demais tratamentos com MC, mas com
intensidade e definicdo menores quando comparadas ao tratamento PLM_50:50, seguindo o
aumento de acordo com o aumento de MC no sistema. Os picos 3 e 4, referentes ao OPTH,
foram deslocados para a esquerda, apresentando menor definicdo e intensidade quando
comparado aos demais tratamentos, reduzindo entdo a temperatura de fusdo dos picos

caracteristicos do OPTH.

Em relacdo a curva de cristalizacdo de PLM_60:40, o pico 1 apresentou menor
temperatura de cristalizacdo (35,86 °C) quando comparado ao tratamento PLM_100:0. O pico
2 apresentou a menor temperatura de cristalizacdo, exceto a PLM_40:60. O pico 3 deste
tratamento foi o que mais deslocou para a direita dentre todos os tratamentos e pode estar
relacionado a menor retencdo do extrato de hibisco no interior das PLM.

A curva de fuséo do tratamento PLM_40:60 (Figura 2g) teve o maior deslocamento para
esquerda do pico 1 em relacdo aos demais tratamentos, com a menor temperatura de fusao de -
6,55 °C do pico caracteristico de EH. Dentre todos os tratamentos, este tratamento apresentou

a maior definigdo e intensidade para o pico 2 em 19,51 °C, caracteristico das TAG da MC. Os
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picos 3 e 4, caracteristicos do OPTH, apresentaram temperaturas de fusdo baixas, menos

intensas e pouco definidas, de 40,07 e 51,64 °C, respectivamente.

Na curva de cristalizacdo de PLM_40:60, o pico 1, referente a OPTH, foi menos intenso
e definido que o tratamento PLM_100:0, foi deslocado para a esquerda e apresentou menor
temperatura de cristalizacdo, devido ao menor conteido de OPTH. O pico 2, caracteristico de
MC, apresentou maior definicdo e intensidade do que todos 0s outros tratamentos, isso devido
ao aumento no conteudo de MC. O pico 3 da curva de cristalizacao foi reduzido quase que por
completo quando o contetdo de OPTH foi menor que de MC no tratamento PLM_40:60. Assim,
este pico ndo deve estar relacionado com a adi¢do do extrato de hibisco e sim com o perfil de

acidos graxos insaturados que se fundem em temperaturas préximas de 0 °C ou abaixo disso.

Todos os tratamentos apresentaram pontos de fusdo acima de 51,5 °C, em relacéo ao
pico caracteristico de OPTH. Esse resultado pode garantir estrutura sélidas para as
microparticulas de antocianinas de extrato de hibisco produzidas através da técnica spray
chilling em temperatura ambiente (~25 °C). A incorporacdo de MC em qualquer proporcéo,
produziu microparticulas lipidicas com temperatura de fusdo menores quando comparadas ao
tratamento PLM_100:0, sem MC em sua composic¢do. De fato, a temperatura de fuséo dos
tratamentos foi menor quanto maior era o conteldo de MC no tratamento. O pico 2 se manteve

em temperaturas de fusdo préximas entre todos os tratamentos.

Os cristais lipidos tém sua conformacdo e caracteristicas dependentes da taxa de
resfriamento e da temperatura de cristalizacdo utilizada durante o resfriamento do material
(CARVALHO et al., 2019). O unico tratamento que apresentou temperatura de cristalizacéo,
do pico caracteristico de OPTH, mais alta que o tratamento PLM_100:0, foi o tratamento
PLM_75:25 com temperatura de 38,46 °C, devido a maior estabilidade na interacdo molecular
quando é utilizado uma mistura lipidica. Este tratamento foi o que apresentou segunda maior

temperatura de fuséo depois do tratamento PLM_100:0.

3.1.2 Polimorfismo (DRX)

O polimorfismo do material de parede e das microparticulas foi obtido através da
difracdo de raios-X (DRX), técnica que consiste na determinacdo de short spacings (SS)
intermediados pela dispersdo de comprimentos de ondas caracteristicos. Na ciéncia de
alimentos, o DRX ¢ utilizado para estudos polimorficos de triacilglicerdis (TAG),

caracterizando qualitativamente materiais apenas pela analise da intensidade dos picos
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(CALLIGARIS et al., 2018). Analisar o comportamento polimorfico do material lipidico
utilizado para encapsular e das microparticulas formadas é de grande importancia para definicéo
das aplicagdes destes produtos, pois cada forma polimdérfica tem suas propriedades fisicas
particulares (LOPES et al., 2015). A forma a tem short spacings simples e tnico em 4,15 A, a
forma B’ (estrutura ortorrdmbica) tem os SS variando de 3,8 a 4,2 A e a forma B (estrutura

triclinica) tem SS de 4,6 A (CARVALHO et al., 2019a; LOPES et al., 2015).

A Figura 3 apresenta os difratogramas e 0s short spacings obtidos da caracterizacao
polimorfica do 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH), da manteiga de cacau (MC) e

das microparticulas de antocianinas do extrato de hibisco produzidas pela técnica spray chilling.

Figura 3 - Difratograma do OPTH, MC e microparticulas lipidicas produzidas por

spray chilling.
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A manteiga de cacau (MC) apresentou em seu difratograma um pico de maior
intensidade com um short spacing de 4,6 A e outro pico bem menor com short spacing de 3,7
A. Segundo Le Révérend et al. (2010), os valores de SS obtidos para a MC s&o caracteristicos
da forma polimorfica B (V). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Bresson
et al. (2021) e Declerck et al. (2021). Além disso, é apurado que o difratograma da manteiga

de cacau tem varios picos com intensidade baixa com a base mais larga, caracteristica de
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material com perfil amorfo (semissélido). Esta concluséo de perfil amorfo corrobora com o
resultado encontrado no topico 3.1.1. que 0s picos encontrados na curva de cristalizacdo da MC

sdo tipicos de material com caracteristica semissdlida.

Para a OPTH foram identificados pico intenso com SS de 4,2 A e pico de intensidade
média com SS de 3,8 A. Esses picos caracterizam o OPTH com polimorfismo B’. A presenca
do perfil polimorfo 3’ é similar com o encontrado nas pesquisas de Lopes et al. (2015), Carvalho
etal. (2019) e Procopio et al. (2018). De acordo com Carvalho et al. (2019), existe relacéo entre
a estrutura polimorfica B’ e as altas concentragdes de acido graxo palmitico no 6leo de palma

totalmente hidrogenado (OPTH).

A caracterizacdo e discussdo sobre as formas polimérficas das microparticulas
produzidas pela técnica de spray chilling facilitam o entendimento do comportamento do
material de parede. E confirmado que, mesmo apds a mistura do extrato de hibisco com emulsio
formada por OPTH e MC com adicdo do PGPR e essa mistura ser processada no spray chiller,
as microparticulas formadas preservaram as formas polimérficas originais da OPTH e MC.
Assim, as microparticulas apresentam mistura das formas polimérficas B (MC) e B (OPTH),
com pouca variagédo entre as intensidades dos picos. De acordo com Carvalho et al. (2019), as
particulas formadas com cristais B s3o mais ordenadas e densas, nao tendo retengao eficaz do
ativo no interior da particula, promovendo liberacdo antecipada do ativo no meio. Mais sobre a

eficacia da retencdo serd discutido no topico 3.1.7 e no 3.2.1.

O unico tratamento produzido que apresentou somente o perfil polimoérfico B’ (3,8 e 4,2
A) foi 0 PLM_100:0, que ndo contém MC em sua formulacdo. A aparicdo de um terceiro pico,
nestas microparticulas, de intensidade média e a esquerda do pico principal do OPTH causa
estranheza por se assemelhar ao pico caracteristico da MC, mas existe duas hipoteses principais
gue explicam esse pico. A primeira € sobre a alteracdo no perfil polimorfico pela adicdo do
extrato de hibisco. Por este tratamento ndo ter como material de parede uma mistura lipidica,
sendo 0 OPTH o Unico material de parede, o efeito da adi¢do do extrato de hibisco foi mais
intenso, apresentando um pico maior e mais intenso. A segunda hipétese é acerca da
caracterizacdo dos materiais de parede. Os difratogramas dos materiais de parede foram
realizados com os materiais puros e ndo apds o processamento destes no spray chiller. De
acordo com Procopio et al. (2018), alguns autores notaram diferencas nos habitos polimorficos
entre 0s materiais de parede puros e apds processamento no spray chiller, que podem ser

explicadas pelo rapido resfriamento que o material lipidico é submetido durante a técnica.
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Os materiais lipidicos sdo misturas complexas de triacilglicerdis assim, diferentes
formas polimorficas podem coexistir a uma determinada temperatura. Lipidios que se
apresentam na forma polimérica B’ tem maior funcionalidade por se apresentarem de forma
macia, suportam boa aeracéo e tem propriedades de formacéo de creme. Contudo, lipidios que
se apresentam na forma 3, produzem cristais granulares grandes, sendo desenvolvidos produtos
arenosos com potencial de aeracdo baixo, afetando as propriedades macroscopicas dos
alimentos. Desta forma, lipidios com a forma P’ tem maior interesse ¢ funcionalidade na
producdo de alimentos ricos em gordura (CALLIGARIS et al., 2018). O tratamento
PLM_40:60, apresenta aspecto arenoso e mais aglomeracGes que os demais tratamentos. Os
tratamentos PLM_50:50 e PLM_60:40 também apresentaram grandes aglomeracdes pelo
conteido alto de MC em suas formulagdes e, consequentemente, maior intensidade nos picos
caracteristicos do difratograma da MC. Assim, devido ao conteldo de MC, esses tratamentos
apresentam cristais f3, o que afeta a producdo de microparticulas de diametros menores e com
menos aglomeragdes. As curvas de fuséo dos tratamentos mostram que a temperatura de fuséo
€ menor quanto maior € o contedo de MC no tratamento. Desta forma, é estabelecido que
guanto maior o conteldo de manteiga de cacau na amostra, mais intensa é a formacéo de cristais
B e mais aglomerado é o aspecto das microparticulas. 1sso pode ser explicado devido a
temperatura ambiente ser proximo do ponto de fusdo da manteiga de cacau (32,5 °C),
influenciando diretamente na cristalizacdo das particulas, com estas se comportando de forma
coesa e adesiva (FONGIN et al., 2017).

3.1.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

As andlises FTIR permitem identificar grupos funcionais, uma vez que cada grupo
funcional absorve a radiacdo em uma caracteristica frequéncia do espectro infravermelho. As
medidas do FTIR foram realizadas para extrato de hibisco e materiais lipidicos puros (Figura
4).

Como mostra a figura 4a, o espectro do FTIR para o extrato de hibisco apresentou
diversas bandas largas e de intensidade forte em 1067, 1633, 2364 e 3296 cm™. A banda larga
e forte em 3296 cm™ corresponde a uma ligagdo do grupo hidroxila (OH), realizando
deformacéo axial, que é resultante de uma associacdo polimérica. Essa banda geralmente
significa moléculas de compostos solUveis em agua como 0s compostos fendlicos. Em 1633
cm? é indicada uma ligagdo alongada, com forte intensidade, do grupo carbonila (C=0)

denotando compostos fendlicos. Como a frequéncia de deformacéo axial desse grupo é sensivel
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aos atomos a ele ligados, os grupos funcionais comuns absorvem em valores caracteristicos.
Nesse caso, o grupo funcional que apresenta vibragGes de deformacao axial préximo a 1690
cm? sdo as amidas. A amida presente é dissubstituida (terciaria), R-CO-NRg, pois apresenta
C=0 entre 1680 a 1630 cm™*, mas nio apresenta deformagcéo axial do grupo N-H. Observa-se a
ocorréncia de efeito de ressonancia quando elétrons do par isolado em atomo de hidrogénio
conjugam-se com o grupo carbonila, resultando no aumento do carater de ligacdo simples e,
consequentemente, na diminuicdo da frequéncia de absor¢cdo C=0, deixando a frequéncia de
absorcdo baixa. A banda estreita e de intensidade baixa em 1067 cm™ corresponde a um
alongamento do grupo C-O-C, compostos fendlicos presentes no extrato vegetal. A vibracéo de
deformacéo axial C-O-C assimétrico leva a uma Unica absorc¢do forte devido a ésteres, em torno
de 1120 cm™. Além disso, como C=0 e O-H estdo presentes, existe a presenca de acidos com
banda larga em 2364 cm™, que normalmente se sobrepde a deformagao axial C-H (BUARKI et
al., 2022; ELEMIKE; ONWUDIWE; MBONU, 2021; MENSAH-DARKWA et al., 2021;
SAIDIN et al., 2022).

Figura 4 - Espectro de FTIR do extrato de hibisco e materiais lipidicos puros.

Extrato de Hibisco

©
S |OPTH
=
® 2360
o 1386
1460
¢% 101 72
el
= 1739
2848
g 2914 1172
= <
© |Manteiga de cacau
S
—

2914

L DO O /N R | | S NN R P LR N
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Comprimento de onda (cm™)

Nas figuras 4b e 4c, sdo apresentados abaixo as medidas de FTIR para manteiga de
cacau (MC) e o 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH), respectivamente. Os espectros

de FTIR de OPTH e MC apresentaram diversas bandas em comum ou proximas relacionadas a



55

lipidios. Foram detectadas varias bandas de metileno (CH.), sendo em 2914 e 2848 cm™
vibracdes fortes do tipo deformacéo axial, bandas fracas em 1467 e 1460 cm™ com grupos
metilenos com dobramentos do tipo deformagédo tesoura e em 1386, 1176, 1172, 1110 e 1101
cm* bandas de grupos metilenos do tipo deformagio axial simétrico. As bandas largas e de
intensidades fortes 1739 e 1731 cm, respectivamente, do OPTH e da MC, apresentam
vibracgdes do tipo deformacéo axial de grupos de ésteres com pelo menos dois radicais saturados
formando os lipidios utilizados como material de parede. Ademais, as bandas largas de
intensidade média em 721 e 716 cm™ ocorrem devido a sobreposicéo da vibracio de grupos de
metileno representam vibracdes do tipo deformacéo axial causado por forcas fora do plano das
olefinas cis-dissubstituidas (MUNAJAD; SUBROTO; SUWARNO, 2017; SATAPATHY et
al., 2020).

3.1.4 Morfologia (MEV)

A Figura 5 apresenta as micrografias, obtidas pelo microscopio eletrénico de varredura,
das microparticulas de antocianinas de extrato de hibisco de cada tratamento, sendo utilizada
as magnitudes de 1000x e 7000x para avaliar a morfologia das particulas, principalmente a
superficie das particulas unitarias e o comportamento de aglomeragdo. As microparticulas
apresentaram formas esféricas e superficies asperas, tipicas de particulas obtidas pela técnica
spray chilling (ORIANI et al., 2016). Segundo Consoli et al. (2016), as microparticulas
produzidas no spray chiller sdo do tipo matriz, com material ativo disperso por toda a
microparticula e ndo s6 no centro. Os tratamentos apresentaram variagdes de tamanho que estéo
relacionadas a diferentes proporc¢des entre OPTH e MC. As aglomerag6es podem ser explicadas
pela solidificacdo incompleta do material lipidico na camara resfriada (CONSOLI et al.,
2016b).

Desta forma, quanto maior o contetdo adicionado de manteiga de cacau como material
de parede mais aglomerada é a morfologia das microparticulas formadas. Também, a maioria
dos tratamentos apresentaram superficies sem rachaduras. Esta € uma vantagem durante a
estabilidade das microparticulas e também durante a liberacdo controlada do ativo, podendo
encapsular melhor as antocianinas, protegendo contra a degradacdo oxidativa durante o
armazenamento (DO CARMO et al., 2021).

O tratamento PLM_100:0 apresentou cristais na superficie das microparticulas.
Segundo Consoli et al. (2016), esses cristais aparentemente sdo formados devido ao 6leo de
palma totalmente hidrogenado (OPTH) utilizada como material de parede. O OPTH tem ponto
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de fuséo entre 51,1 e 59,7 °C e durante o processo de atomizacdo no spray chiller pode ter
ocorrido solidificagdo parcial, surgindo cristais de lipidios na superficie. Comportamento
semelhante foi encontrado por Oriani et al. (2016) na producdo de microparticulas lipidicas
solidas de oleoresina de gengibre. Segundo Consoli et al. (2016), a presenca destes cristais pode
ser explicada pelo alto teor de acido estearico, que também é o &cido graxo com maior

composicao presente na OPTH.

Figura 5 - Micrografias das microparticulas de extrato de hibisco em diferentes tratamentos
produzidas pela técnica spray chilling.

1000x

Com excegdo de PLM_100:0, todos os outros tratamentos apresentaram orificios na
superficie das microparticulas. E importante lembrar que apenas o tratamento PLM_100:0 n&o
contém MC, entdo, existe relacdo entre o surgimento de orificios com a adicdo de MC na
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mistura do material de parede. Quanto maior o teor de MC no tratamento, maiores Sdo 0S
orificios observados nas microparticulas.

O tratamento PLM_75:25 apresenta rugosidade reduzida quando comparada com 0s
outros tratamentos. Os outros tratamentos com adicdo de MC apresentam rugosidades que
podem ser explicadas tambéem pelo conteudo de MC deixando as particulas menos esféricas do
que o tratamento PLM_75:25. Segundo Carvalho et al. (2019), este comportamento da
microparticula produzida somente com OPTH pode ser explicado pela composi¢cdo homogénea
dos TAG da OPTH que formam cristais de tamanhos diversos. A adi¢do de um outro material
lipidico para a formacdo de microparticulas potencializa a incorporagdo do composto bioativo
no interior da microparticula, bem como retarda a difusdo dos compostos hidrofilicos.

De acordo com Consoli et al. (2016), o polimorfismo, didmetro médio e comportamento
de cristalizacdo interferem na morfologia da superficie, com mudancas fisicas na microparticula
(superficie lisa ou rugosa), e, também, nas caracteristicas na textura, como aspecto arenoso. Os
autores também afirmam que os orificios podem facilitar a migracdo do material encapsulado

para a superficie das microparticulas.

3.1.5 Diametro médio e indice de polidipersibilidade (Span)

A determinacdo do tamanho das particulas é importante, pois afeta diretamente as
caracteristicas sensoriais dos produtos em que as microparticulas sdo adicionadas (CONSOLI
et al., 2016). A Tabela 1 apresenta os valores dos didametros médios e indice de
polidispersibilidade (span) das microparticulas. O didmetro das microparticulas variou de 12,35
a 18,34 um. As amostras PLM_60:40 juntamente com o PLM_40:60 foram os que obtiveram
0s maiores diametros médios ndo apresentando diferenca estatistica entre si, seguido do
tratamento PLM_50:50 que n&o teve diferenca significativa quando comparado com o
PLM_40:60, mas se difere estatisticamente dos demais. O tratamento PLM_100:0 apresentou

0 menor diametro, seguido de PLM_75:25.
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Tabela 1 - Propriedades de microparticulas sélidas com diferentes proporcGes de 6leo de palma totalmente hidrogenado e manteiga de cacau.

Antocianinas t

Retencéo ¢

Parametros de cor

Atividads

) _ ianidi ivi L* C7 he
Tratamer Da; Span Densidad Densidad|{ Indice de ( Razao ¢ (n:cg Cla,r(;ldl;]la encapsulag AFIVIdadE antioxidant
(Hm aparent compactad —1C (9 Hausner ( SO_ oros e? inicial (%o agua (& DPPH (AA
(kg/m?) (kg/m?) microparticu
PLM 100 12,35+ 0,57+£0,0 321 +£0,0; 448 + 0,02 28+1,3 14+0,0 6077 +0,55 71,97 +1,6¢ 0,983 +0,( 76,00 +1,26*° 67 +0,06*0 25+0, 22 +0,
PLM_75: 14,70 + 0,55+0,0 313 +£0,0 436 + 0,00 28+15 14+0,0 5686 + 0,82 67,33+0,9 0,986+0,( 79,37 +3,9228 66+0,21° 26+0, 25+0,
PLM _50:¢ 15,22 0,40+0,0 306 +£0,0. 440 + 0,00 30+15 14+0,0 5373 + 3,44 61,60+50 0,985+0, 78,33 +1,22%° 67 +0,46° 24+0, 29 +0,
1,07
PLM _60:c 18,34 + 0,42+0,0 252 +0,0: 398 +£ 0,01 37+56 1,6+0,1 4319+ 0,93 51,15+ 0,4 0,989 +0,( 78,50+ 0,91*° 67 +0,30*° 24+0, 28+0,
PLM_40:¢ 17,78 0,46 £0,1 279+ 0,0 440 + 0,00 37+1,0 1,6 £0,C 7299 + 2,11 86,44+0,9 0,949+0,( 74,86+1,40° 60+0,56° 27+0, 25+0,

1,37

Nota: #bcde As médias seguidas pelas mesmas letras na mesma coluna ndo diferem significativamente (p > 0,05) usando o teste de Duncan.
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Esses valores alinhados com as propor¢des de material de parede de cada tratamento
mostram que 0 aumento do didmetro médio das particulas acompanhou o aumento do contetdo
de manteiga de cacau nos tratamentos. O mesmo pode ser analisado através do tratamento
PLM_100:0 que ndo teve adicdo de manteiga de cacau e apresentou o menor diametro. Além
disso, todos o0s outros parametros relacionados ao diametro apresentaram resultados
desfavoraveis quanto maior era o contetdo de manteiga de cacau.

O aumento do diametro com a adi¢do de manteiga de cacau pode ser explicado devido
ao menor ponto de fusdo apresentado por esse material de parede. Com isso, 0 processo de
cristalizacdo € mais lento e as microparticulas formadas podem ainda conter lipidios liquidos,
causando desordem na rede cristalina formada. Segundo Procopio et al. (2018), esse ponto de
fusdo menor pode ser explicado pelo aumento na proporcéo de &cidos graxos insaturados que,
consequentemente, diminui o ponto de fusdo da matriz lipidica, causando aglomeracdes entre
as microparticulas. Assim, os lipidios insaturados contidos na manteiga de cacau geram
aglomeracdes entre particulas de diferentes tamanhos, devido ao fenémeno de aglutinacéo e/ou
coalescéncia, impedindo que seja medido de forma efetiva o tamanho da particula, por causar
uma distribuicéo heterogénea (CARVALHO et al., 2019; CONSOLLI et al., 2016). Além disso,
0 ponto de fusdo mais baixo do material lipidico esta relacionado com o aumento no tamanho
de particulas.

De acordo com Procopio et al (2018), ¢ dificil a descoberta do didmetro médio real das
particulas devido as aglomeraces formadas e, dessa forma, sdo esperados desvios padrdes
elevados. Essa afirmacdo é confirmada com os resultados elevados do desvio padrdo do
tratamento PLM_40:60, que visualmente apresentou maiores aglomeragdes. Além disso, a
pressdo de atomizacgéo, didmetro do bico atomizador e temperatura da cdmara fria séo fatores
que influenciam diretamente no didmetro média e no indice de polidispersibilidade das
particulas lipidicas microestruturadas.

O indice de polidispersibilidade (span) representa o equilibrio e a distribuicdo do
tamanho das particulas, ou seja, quanto mais proximo de 1 € o span, mais heterogénea ou
polidispersa é a sua distribuicdo, ou seja, mais variado sdo os tamanhos das particulas. O indice
de polidispersibilidade (span) dos tratamentos ndo apresentaram diferengas significativas entre
si, apresentando valores entre 0,398 a 0,565. No entanto, o tratamento que apresentou menor
indice span foi o PLM_50:50, tratamento este com a mesma propor¢do de OPTH e MC,
indicando larguras da distribuicdo de tamanho menor, ou seja, menor homogeneidade. O

tratamento que apresentou maior homogeneidade no tamanho foi PLM_100:0.
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3.1.6 Densidade aparente, densidade compactada, fluidez e coesividade

Os resultados para densidade aparente, densidade compactada, fluidez (indice de Carr)
e coesividade (razdo de Hausner) estdo descritos na tabela 1. O estudo destes parametros esta
diretamente conectado com a escolha do tamanho e modelo escolhido de embalagem para
armazenamento e venda, garantindo a estabilidade das microparticulas produzidas pela técnica
de spray chilling. Além disso, esses parametros sdo propriedades fisicas que definem

qualitativamente a dispersdo das microparticulas formadas (PUGLIESE et al., 2017).

Os menores valores de densidade aparente foram obtidos nos tratamentos PLM_60:40
e PLM_40:60, respectivamente, sendo estes significativamente diferente (p< 0,05) dos outros
tratamentos. Os demais tratamentos ndo apresentam diferencas significativas (p< 0,05) entre si.
A menor densidade compactada e significativamente diferente (p<0,05) dos demais tratamentos

foi observada no tratamento PLM_60:40.

Valores de densidade aparente e de densidade compactada tem relacdo com o diametro
médio das microparticulas (D43) formadas. O tratamento PLM_60:40 apresentou o maior valor
para Dsz e menores valores para as densidades aparente e compactada, ou seja, quanto maior é
0 Das3, menor é a quantidade de microparticulas que cabem em um determinado volume,
consequentemente, menores sdo as densidades calculadas. Quanto mais organizadas e
cristalinas forem as microparticulas, menor € seu D43 e maiores sdo suas densidades aparente e

compactada.

Com os dados de densidade aparente e compactada, dois parametros qualitativos sdo
calculados, o indice de Carr (IC) e a razdo de Hausner (RH). O indice de Carr, também chamado
de indice de compressibilidade, mede a capacidade que um p6 tem de reduzir seu volume a
partir de batidas, ou seja, a fluidez deste p6. A razdo de Hausner, indica a coesdo, ou seja, a
atracdo entre os &tomos ou moléculas do pd em estudo. A coesdo resulta de interacdes quimicas
e fisicas das microparticulas. Os fatores que interferem na coesdo sdo: composi¢do quimica,
tamanho de particulas, teor de umidade e estrutura da amostra. Esses dois parametros séo
inversamente relacionados com o tamanho das microparticulas (MUTLU; KOC; ERBAS, 2020;
PUGLIESE et al., 2017).

Efetivamente, ao continuar a comparacdo dos valores de D4z com 0s parametros que
definem qualitativamente a dispersao, os tratamentos PLM_60:40 e PLM_40:60 apresentam
valores significativamente iguais (p< 0,05) e maiores dentre os tratamentos para Da3, IC € RH.

Entdo, Das3 é diretamente relacionado com os valores quantitativos obtidos para IC e RH, mas
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indiretamente relacionado com os valores qualitativos de IC e RH. Ou seja, segundo Pugliese
et al. (2017), os valores obtidos para IC e RH caracterizam a dispersao destes tratamentos com
fluidez (32-37%) e coesividade (1,46-1,60) muito baixas.

Os tratamentos que exibiram os menores diametros médios das microparticulas (Da3),
apresentaram o0s maiores valores qualitativos para fluidez e coesividade. Os tratamentos
PLM_100:0, PLM_75:25 e PLM_50:50, segundo as especificacdes de IC e RH apresentadas
por Pugliese et al. (2017), apresentam difusdo com baixa fluidez (26-31%) e baixa coesividade
(1,46-1,60), com microparticulas mais faceis de serem manipuladas e com menores
aglomeracdes, quando comparadas aos demais tratamentos. Os outros tratamentos, ja citados,
tém difusdo com fluidez e coesividade muito baixas. Segundo Procopio et al. (2018), particulas
maiores tem melhor escoamento que particulas menores, assim as aglomeracdes podem
melhorar as propriedades de fluxo. Contudo, a aglomeracdo excessiva leva ao defeito em pos

conhecido por caking, que é a formacdo de grandes grumos resultando na perda de qualidade.

3.1.7 Conteldo total de antocianinas, retencdo de encapsulacao inicial e atividade de 4gua

Os valores de atividade de adgua das microparticulas podem vistos nas Tabela 1. O
tratamento PLM_40:60 foi o que apresentou menor atividade de &gua (0,949), seguido dos
tratamentos PLM_100:0 (0,983), PLM_50:50 (0,985) e PLM_75:25 (0,986) que néo
apresentaram diferenca significativa entre si, sendo o tratamento PLM_60:40 (0,989) o que
apresentou maior atividade de agua. Contudo, segundo Bhat, Alias e Paliyath (2012), somente
microrganismos especializados produzem enzimas capazes de utilizar polissacarideos, lipidios
e proteinas, como fontes de energia e carbono. Desta forma, devido a falta de nutrientes
necessarios obtidos de moléculas simples, ndo é preocupante a deterioracdo destas
microparticulas por microrganismos.

Além disso, o alto teor de atividade de &gua nas microparticulas pode ser explicado
através da escolha da técnica de spray chilling. No spray chiller podem ocorrer pequenas perdas
dos compostos de interesse devido alteragdes na temperatura e presenga de luz, mas néo ocorre
evaporacao do liquido e sim pulverizacdo seguida de solidificagdo das microparticulas lipidicas,
transformando a emulsdo em po6. Dessa forma, a alta atividade de agua contida nas
microparticulas se refere ao conteddo de agua contido no extrato de hibisco, podendo inferir
qgue o extrato foi eficientemente englobado no sistema lipidico apds o processo de spray

chilling.
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Corroborando com os resultados de atividade de agua, foi obtida o melhor resultado de
retencdo de encapsulagdo inicial (REI), cerca de 86%, para o tratamento PLM_40:60,
demonstrando que a proporgéo utilizada de material de parede nessa formulagio favoreceu o
englobamento das antocianinas. A REI dos tratamentos PLM_40:60 e PLM_100:0
apresentaram melhor eficiéncia ndo tendo diferenca significativa entre si, seguidos do
tratamento PLM_75:25 que também ndo demostrara diferenca significativa com PLM_100:0 e
por ultimo os tratamentos PLM_50:50 e PLM_60:40 com os menores valores de REI,
respectivamente.

Entretanto, nota-se que apenas as formula¢cdes PLM_100:0, PLM_75:25 e PLM_40:60
apresentaram retencdo de encapsulagéo acima de 65%. No entanto, vale ressaltar que a mistura
entre lipidios sélidos e liquidos podem criar estruturas desordenadas nas microparticulas,
facilitando a incorporacdo de compostos ativos, como foi no caso do tratamento PLM_40:60 e
PLM_75:25. Apesar de PLM_100:0 ter apresentado altos valores de retencdo de encapsulacao,
estudos relatam que uma estrutura cristalina e totalmente organizada, com somente um lipidio
saturado, pode expulsar o composto ativo durante o armazenamento. Ademais, tratamentos
como PLM_40:60, com altas concentracdes de lipidios insaturados podem facilmente fundir e
também expulsar o ativo de dentro do nicleo (MULLER; RADTKE; WISSING, 2002) .

Quando analisamos o valor de antocianinas totais o tratamento PLM_40:60 foi a que
apresentou maior concentracdo, seguido dos tratamentos PLM_100:0, PLM_75:25,
PLM _50:50 e PLM_60:40. Com este resultado e com a retencdo de encapsulacéo, verifica-se
gue a adicdo de manteiga de cacau for economicamente viavel, a formulacdo PLM_40:60 se
torna de interesse por apresentar maior contetdo inicial de antocianinas. Contudo, é necessario
verificar através de andlise de estabilidade ao armazenamento o comportamento destas

formulacGes de microparticulas.

3.1.8 Capacidade antioxidante total pela captura do radical livre (DPPH)

A andlise da atividade antioxidante é importante pois a reducdo do estresse oxidativo
pelos compostos antioxidantes cumpre papel importante na melhoria da satde do consumidor,
prevenindo contra cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (CARVALHO et al.,
2020). O principal composto fendlico, que atua como um composto antioxidante, presente no

hibisco da espécie Hibiscus rosa-sinensis é a cianidina-3-soforosideo.

Foi avaliada a capacidade das microparticulas de antocianinas de extrato de hibisco na

reducdo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Os valores obtidos pela atividade antioxidante
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(AA%) em porcentagem de reducdo do DPPH sdo mostrados na Tabela 1. De modo geral, 0s
tratamentos apresentaram resultados de AA% acima de 70%, com variagdo na faixa de 74,86 —
79,37 %.

Dentre todos as formulagOes, o tratamento PLM_75:25 apresenta a maior atividade
antioxidante. Alinhando a AA% obtida com o indice de Carr e a razdo de Hausner, ja que esse
tratamento apresentou fluidez e coesdo melhores que o tratamento PLM_40:60, que por sua vez
apresentou a menor AA%. Esses resultados confirmam que as microparticulas com piores
dispersdes ndo se misturam completamente com o meio de disseminacgéo, ndo liberando o ativo
para reduzir o DPPH. Além disso, o tratamento PLM_75:25 apresentou o segundo menor

didmetro, que colabora para que a dispersdo ocorra de forma mais réapida.

Mesmo apresentando o maior conteido de antocianinas totais e melhor retencéo de
encapsulacdo, o tratamento PLM_40:60 teve menor atividade antioxidante. Uma possivel
explicacdo é que por ser caracterizado com dispersao ruim, as microparticulas mais coesas e
mais aglomeradas podem ter dificultado a liberacdo os ativos no meio no mesmo periodo de
tempo que os demais tratamentos, facilitando a captura de radicais livres e interferindo nos
resultados obtidos. As microparticulas de PLM_40:60 também apresentaram menores
temperaturas de fusdo e cristalizacdo, formando aglomeracdes maiores, com arranjo cristalino

prejudicial para a liberacdo das antocianinas.

Segundo Da Silva, Wiest e Silva (2016), valores de AA% superiores a 70% definem
compostos de elevada acdo antioxidante, valores entre 50% a 70% apresentam moderada acao
antioxidante e valores abaixo séo considerados de baixa atividade antioxidante. No estudo dos
autores, o hibisco vermelho foi classificado com atividade antioxidante moderada. Este
resultado é diferente do presente trabalho, pois a acéo antioxidante do hibisco foi superior a

70%, confirmando o hibisco vermelho com elevada acédo antioxidante.

A atividade antioxidante dos compostos é relacionada diretamente com a estabilidade
dos compostos fendlicos. A capacidade antioxidante depende de outros fatores como
propriedades coloidais dos substratos, oxidacao e localizacdo dos antioxidantes. Assim, os altos

coeficientes mostraram relacdo direta entre as antocianinas do hibisco e atividade antioxidante.

De acordo com Chen et al. (2020), o método DPPH apresenta limitacbes como
sobreposicOes na faixa de absorcdo UV entre antioxidantes e radicais DPPH, faixa linear
estreita, entre outros. Os autores confirmaram que as perdas de agdo antioxidante sdo

consistentes com as perdas de antocianinas durante armazenamento de produtos alimenticios,
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confirmando a a¢ao antioxidante das antocianinas em conjunto com outros compostos bioativos

antioxidantes.

3.1.9 Parametros de cor

Os parametros de cor sdo parametros sensoriais que determinam a qualidade e
interferem na escolha do cliente. A cor que caracteriza as flores do hibisco da espécie hibiscus
rosa-sinensis pode variar, mas é devido as antocianinas, especificamente, a cianidina-3-
soforosideo.

O po formado do extrato de hibisco através da técnica de spray chilling tém aplicacdo
como corante natural por ter conteido elevado de antocianinas, podendo ser substituinte de
corantes artificiais. Como pode ser visualizado na Figura 1 todos os tratamentos exibiram um
po de coloracdo rosa. Os parametros de cor obtidos das microparticulas lipidicas sélidas de
extrato de hibisco sdo mostrados na Tabela 1

Analisando o parametro L*, os tratamentos que apresentaram maior luminosidade foram
PLM_100:0, PLM_50:50 e PLM_60:40, n&o tendo diferenca significativa (p< 0,05) entre si,
seguidos dos tratamentos PLM_75:25 e o PLM_40:60, respectivamente. Esses resultados
sugerem gue a alta concentracdo de 6leo de palma totalmente hidrogenado (OPTH) influenciou
na luminosidade das amostras, provavelmente devido a sua coloragdo amarelada, uma vez que
o0 tratamento PLM_40:60, com maior concentracdo de manteiga de cacau (MC), apresentou a
menor luminosidade comparado aos demais. Também, segundo Carvalho et al. (2020), o
processamento no ultrassom aumenta significativamente os valores do parametro L* quando
comparado com os resultados obtidos por emulsdes ndo homogeneizadas. Além disso, o pior
resultado apresentado por PLM_40:60 pode ser explicado pela caracteristica semissolida do
tratamento, em que a parte liquida apresenta no p6 formado o aspecto de molhado, reduzindo a
luminosidade.

Para o parametro C* o tratamento que apresentou o maior valor foi o PLM_40:60,
seguido do PLM_75:25 e do PLM_100:0, os tratamentos PLM_50:50 e PLM_60:40 néo
apresentaram diferenca significativa entre si. O parametro C* esta relacionado a saturacdo das
amostras, ndo existiu correlagdo entre as concentracdes intermediarias dos materiais de parede
e esses parametros, no entanto, a amostra de maior saturacao foi aquela que continha a maior
concentracdo de manteiga de cacau.

E por fim para o parametro h°, os tratamentos PLM_50:50 e PLM_60:40 foram os que

apresentaram maior valor ndo apresentando diferenca significativa entre si, seguido dos
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tratamentos PLM_75:25 e PLM_40:60 que também ndo apresentando diferenca significativa
entre si e o tratamento PLM_100:0 foi o que apresentou menor valor. O resultado para
PLM_100:0 pode ser explicado pelo alto teor de OPTH no tratamento, pois este material de
parede tem coloracdo amarelada, apresentando assim uma coloracdo avermelhada mais singela,

luminosa e menor saturada.

3.2 Estudo da estabilidade acelerada das PLM

Em vista dos resultados contrastantes obtidos nas andlises anteriores, o estudo de
estabilidade tem a finalidade de ajudar a definir resultados mais precisos e direcionados. As
microparticulas foram produzidas com intuito principal de ser utilizada como corante de
alimentos, mas também para enriquecer alimentos devido ao conteddo de antocianinas e
capacidade antioxidante. Desta forma, os tratamentos, durante o armazenamento, foram
analisados quanto a retencdo de encapsulacdo total, diferenca total de cor (AE) e o
comportamento dos grupos funcionais pelas analises de FTIR. Abaixo é apresentada a Figura 6
do estudo da estabilidade com os tratamentos fotografados no periodo de tempo de 0; 8; 30 e
60 dias.

Figura 6 - Amostras das microparticulas produzidas por spray chilling no periodo de tempo de
0; 8; 30 e 60 dias fotografadas nos ambientes com e sem luz.

Tratamentos a 35 °C com luz Tratamentos a 35 °C sem luz
Tempo (dias) Tempo (dias)
%) 8 30 60 %) 8 30 60

PLM_100:0 | PLM_100:0

PLM_75:25 |- PLM_75:25

PLM_50:50

PLM_50:50

PLM_60: 40 PLM_60: 40

PLM_40:60 PLM_40:60

A coloracdo das microparticulas de todos os tratamentos, armazenadas em ambiente

com luz, perdeu a tonalidade rosa durante o periodo de estudo pela elevada fotodegradagéo das
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antocianinas, sendo que o tratamento PLM_40:60 apresentou coloragdo amarronzada, que pode
estar ligado a degradacdo de antocianinas que produz pigmentos nessa coloragdo marrom. A
variacdo de cor € alta nas microparticulas armazenadas com presenca de luz quando comparadas
com as microparticulas armazenadas em ambiente com auséncia de luz. A coloracdo amarelada
que as microparticulas apresentam em 60 dias pode ser devido a oxidacgéo lipidica dos materiais
de parede e também devido a degradacdo das antocianinas, que durante a degradacéo sofrem
alteracdo na estrutura e forma chalconas, que apresentam coloragdo entre amarelo e marrom.
De acordo com Zhang et al. (2020), no decorrer do processamento térmico, as antocianinas
sofrem reacOes de degradacao, condensacdo com outros compostos e rea¢des ndo enzimaticas

de escurecimento, que causam pigmentos amarronzados.

O processo de degradacao das antocianinas esta relacionado a entrada de oxigénio pelos
orificios das microparticulas lipidicas favorecendo reacdes oxidativas. Esse processo é mais
intenso nas microparticulas contendo MC verificando que apresentam mais orificios quando
comparadas com o tratamento PLM_100:0, conforme observado nas micrografias. Assim como
0s outros corantes naturais produzidos por plantas e vegetais, as antocianinas sdo sensiveis a
luz, oxigénio, variacdo de temperatura, entre outros (ALIZADEH; FATTAHI, 2021; DUTHIE
et al., 2005; JUSOH et al., 2018; PEREZ-OROZCO et al., 2019; ROSA, 2017).

Apesar de, inicialmente, os tratamentos se apresentarem com coloracdo rosa intensa
(Figura 6), caracteristica da antocianina do hibisco, estes ndo foram eficazes na retencdo das
antocianinas durante a estabilidade para a temperatura de 35 °C em ambiente com presenca de
luz. A degradacdo das antocianinas pela luz é evidente nos tratamentos que ficaram
armazenados com a presenca de luz. No oitavo dia a mudanca de coloracdo das microparticulas

ja € muito destoante da coloracdo inicial.

Pode ter ocorrido degradacdo das antocianinas através do processo de clivagem. De
acordo com Chen et al. (2020), o processo de clivagem causa a formacdo de compostos de
coloracdo menos intensa, de forma que a mudanca de coloracdo das microparticulas depende,
principalmente, das mudangas estruturais das antocianinas durante o armazenamento.

A cor visual dos tratamentos durante o estudo de estabilidade apresentada na Figura 6
colabora com o entendimento dos resultados dos parametros de cor, retencdo de encapsulacdo
e FTIR.

3.2.1 Retencao de encapsulacdo em relacdo ao conteudo de antocianinas (RE)
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Os gréficos de retencdo de encapsulacdo em relacdo ao conteldo de antocianinas para
0s tratamentos com e sem luz sdo apresentados na Figura 7. De modo geral, analisando os dois
graficos fica evidente que a temperatura de armazenamento de 35 °C exerceu influéncia sobre
as antocianinas de todos os tratamentos nos dois ambientes pelo decréscimo da retencao que €
apresentado logo nos primeiros dias de armazenamento. A variacdo de temperatura entre as
etapas de producdo das microparticulas (67 °C), temperatura de congelamento (-18 °C) e
temperatura do estudo de estabilidade (35 °C) causa degradacao das antocianinas. Além disso,
é perceptivel que a presenca de luz em um dos ambientes acelera a degradacdo das
microparticulas. As antocianinas e todos os corantes naturais sdo instaveis e susceptiveis a
degradacédo devido a sensibilidade a luz e variacdo de temperatura (ALIZADEH; FATTAHI,
2021; DUTHIE et al., 2005; JUSOH et al., 2018; PEREZ-OROZCO et al., 2019; ROSA, 2017).

No ambiente com presenca de luz, os tratamentos PLM_75:25, PLM 50:50 e
PLM_60:40 a partir de 8 dias apresentam estabilizagdo na retencdo de encapsulamento de
antocianinas. No ambiente sem luz, a estabilizacdo ocorreu a partir de 12 dias para estes
tratamentos. A ocorréncia desse fendmeno pode ser explicada pela estabilizacdo do
comportamento polimérfico dos tratamentos durante o periodo de armazenamento. Segundo
Oriani et al. (2018), a forma polimérfica garante a estabilidade do composto bioativo na matriz
lipidica e a criacdo de uma matriz menos ordenada favorece a permanéncia do ativo na matriz.
Com a mistura de lipidios com diferentes moléculas ocorre a formacdo de uma matriz com
imperfeicdes, mantendo o ativo dentro da matriz e entre as cadeias. Para os tratamentos
PLM_50:50 e PLM _60:40, a estabilizacdo ocorre devido as aglomeragdes formadas,
dificultando o processo de fotodegradacéo. A estabilidade do tratamento PLM_75:25 termina
no periodo de 20 dias, do tratamento PLM_60:40 termina em 45 dias e o tratamento PLM_50:50
se apresentou estavel até o final do estudo de estabilidade. De certa forma, para esses
tratamentos, do ponto de vista da retencdo de antocianinas ter aumentado, o contetdo de MC
foi reduzido. Ao passo que para o tratamento PLM_100:0 (sem adicdo de MC), a estabilidade
da retencdo teve inicio em 12 dias. Para esses o tratamento PLM_60:40, a explicacdo para que
a retencdo tenha estabilizado é que as aglomeracdes formadas podem ter dificultado o processo
de fotodegradagdo. Assim, os tratamentos PLM_100:0 e PLM_60:40 apresentaram maiores

valores de RE no final do estudo de estabilidade.
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Figura 7 - Retencéo de encapsulacéo total de antocianinas das microparticulas em ambiente com luz a 35 °C.
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Para explicar a taxa de retencdo acima de 60%, no periodo de 4 dias, para o tratamento
PLM_40:60 no ambiente a 35 °C e com exposic¢éo direta a luz vamos relembrar os resultados
obtidos na andlise no MEV. Discutidas e visualizadas no tépico 3.1.4, as aglomeracGes do
tratamento PLM_40:60 sdo as maiores, formando grumos e causando uma distribuicdo
heterogénea das microparticulas. Contudo esse tratamento, tem maior teor de MC, apresentando
morfologia mais instavel em suas particulas e também poros. Esses fatores aceleram a liberacdo
de ativo para 0 meio. Assim, a partir de 12 dias de armazenamento, o tratamento apresenta a

menor taxa de retencdo de encapsulacéo até o final do estudo de estabilidade.

Também, o tratamento PLM_40:60 apresenta em seu comportamento térmico picos
caracteristicos da MC mais intensos, apresentando intensidade da forma polimérfica 3. Nesse
sentido, o tratamento apresenta caracteristica semissolida mais intensa, tendo boa parte da sua
fase liquida préxima e/ou na superficie das microparticulas. Como vimos, os cristais formados
pela forma polimorfica § sdo mais ordenados e densos, de forma que os ativos fiquem proximos
ou na superficie, causando liberacdo antecipada. Ainda no comportamento térmico, a
temperatura de fusdo da MC aplicada €, por volta de, 22 °C, entdo, ao ser estudada a 35 °C,
ocorre influéncia direta na cristalizacdo das microparticulas, com as microparticulas

apresentando comportamento coeso e adesivo.

Os tratamentos PLM_50:50, PLM_60:40 e PLM_40:60 apresentam 0S menores
resultados para RE no final do armazenamento com auséncia de luz. Sem a fotodegradacéo, a
formacdo de aglomeracfes € menos intensa pois é provavel que a luz aqueca o sistema,
acelerando o processo de fuséo das PLM, aumentando as aglomerag6es. Os tratamentos tém o
maior contetdo de lipidios insaturados, e, como visualizado nas micrografias obtidas no MEV,
apresentam mais orificios nas microparticulas, facilitando a liberacdo antecipada das
antocianinas. Entdo, a partir do dia 8 os trés tratamentos apresentam degradacdo mais rapida
que os demais, reduzindo a RE destes para menos da metade. Assim, PLM_100:0 e PLM_75:25,
se mantém estabilizados, com taxa de retencdo de encapsulacao mais alta que os demais. Sendo
assim, para o ambiente a 35 °C com auséncia de luz, ter adicionado MC acima de 40%

prejudicou a retencdo das antocianinas nas PLM.

O comportamento polimoérfico e térmico do tratamento PLM_100:0 apresentou o
melhor resultado entre os demais tratamentos. Tem curva de fusdo com temperatura elevada e
forma polimérfica B’, enquanto todos os outros tratamentos apresentam duas formas
polimorficas, B e B’, tendo estruturas mais instaveis. Contudo, a RE dos tratamentos sem a

presenca da luz durante armazenamento apresentou melhores resultados para o tratamento
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PLM_75:25, com RE de 4 dias de 78,9 %, enquanto que para PLM_100:0 a RE foi 50,0 %.
Para o periodo de 4 dias, os tratamentos PLM_60:40, PLM_50:50 e PLM_40:60 apresentaram
RE de 61, 41,12 e 39%, respectivamente. A incorporacao do ativo no interior do material parede
das microparticulas de PLM_100:0 foi baixa pela falta de mistura lipidica. Apesar de apresentar
temperatura de fusdo e cristalizacdo mais alta que a MC, a aplicacdo de somente OPTH como
material de parede é mais instavel do que a aplicacdo em conjunto com a MC. Tratamentos com
menores conteudos de gordura insaturada na formulagdo permitem que as microparticulas se
cristalizem mais rapido. No entanto, a estrutura formada no tratamento PLM_100:0 é mais
compacta, de acordo com a forma polimorfica e a densidades obtidas para o tratamento.
Tratamentos com apenas um lipidio como material de parede favorecem a liberagdo antecipada
do ativo nos primeiros dias de armazenamento das microparticulas. Os compostos bioativos sdo
mais solveis em lipidios liquidos. Em formulacdes com altos contetidos de lipidios sélidos, a
solubilidade do ativo é reduzida, aumentando a libera¢do. Em contrapartida, formulacdes com
grandes contetdos de lipidios insaturados apresentam grandes aglomeracgdes, baixo ponto de
fusdo e cristalizacdo, consequentemente, produzindo microparticulas com degradacao
acelerada do ativo (PROCOPIO et al., 2018). Dessa forma, o tratamento PLM_75:25 apresenta
a melhor retencdo de encapsulacdo por apresentar mistura lipidica como material de parede com

baixo contelido de MC.

Como os dois ambientes apresentam a mesma temperatura, € feita a suposicao de que a
degradacdo das antocianinas pela luz afeta substancialmente as microparticulas. No 8° dia as
amostras dos tratamentos no ambiente com luz j& apresentam pouca coloracdo rosada
caracteristica da cianidina-3-soforosideo, principal antocianina do hibisco vermelho. Assim,
comparando com os graficos, a faixa de retencdo de antocianinas no ambiente com luz para o
periodo de 8 dias de armazenamento esta, a cerca de, 11-20 %. Enquanto isso, a faixa de
retencdo de antocianinas no ambiente sem luz para este mesmo periodo de tempo &,

aproximadamente, 33-52 %.

A temperatura de 35 °C aplicada nos dois ambientes induziu a saida de agua das
microparticulas. As goticulas de agua nas superficies das microparticulas dos tratamentos
PLM_60:40, PLM_50:50 e PLM_40:60 formaram aglomera¢des mais intensas quanto maior
era o contetdo de MC. Essa afirmacdo corrobora com o0 aumento aparente que alguns
tratamentos apresentam na retencdo de antocianinas em alguns pontos nos gréaficos de retencao

de encapsulamento.
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Portanto, os tratamentos de microparticulas de antocianinas do extrato do hibisco
vermelho, produzidas pela técnica de spray chilling, quando armazenados a 35 °C, na auséncia
de luz, apresentam taxa de retencdo de encapsulacdo baixa (<50%), apds 12 dias. Para 0s
tratamentos que foram expostos a luz direta durante o estudo de estabilidade esse resultado €
ainda menor, tendo em vista que nenhum tratamento apresentou porcentagem de RE acima de
20 % depois de apenas 8 dias de armazenamento. Somente apo6s 30 dias que os tratamentos que

nédo foram expostos a luz ndo apresentaram mais RE acima de 20 %.

3.2.2 Parametros de cor

A cor é um parametro crucial para analise de estabilidade e degradacdo de antocianinas,
uma vez que alteragdes nos parametros de cor indicam degradacdo de antocianinas e/ou
liberacdo antecipada. A aceitacdo, valor comercial e decisdo de compra de alimentos pelos
consumidores € influenciada pela cor do produto (CHEN et al., 2020; FIGUEIREDO, JAYNE
et al., 2020; PELISSARI et al., 2016). A antocianina cianidina-3-soforosideo € o composto

bioativo que caracteriza a cor do hibisco vermelho da espécie Hibiscus rosa-sinensis.

Através dos resultados obtidos no colorimetro portatil (CR-10, Konica Minolta, Japao),
foi realizada a medigéo dos pardmetros de cor L*a*b*. A diferenga entre a cor inicial das
microparticulas de cada tratamento e a cor das microparticulas nos dias analisados é expressa
como a diferenca de cor total (AE). O resultado obtido por AE define se a amostra analisada
apresenta similaridade com a coloracdo da amostra inicialmente analisada. VValores proximos

de zero indicam similaridade com a amostra inicial.

Os valores de AE para todos os tratamentos ao longo dos dias delimitados para estudo
de estabilidade em ambientes com a presenca e com auséncia de luz a 35°C, sdo apresentados
na Figura 8. De acordo com os resultados apresentados na figura abaixo, as microparticulas
armazenadas em temperatura de 35 °C em ambiente com luz direta apresentaram 0s maiores
valores para AE devido & alta variagdo de cor comparada com as microparticulas armazenadas
em ambiente sem luz. Para Figueiredo et al. (2020), a diferencga total de cor (AE) é relacionada

com os pigmentos escuros produzidos em reagdes ndo enzimaticas.

Figura 8 - Diferenga de cor total (AE) por periodo de tempo (dias) das microparticulas

produzidas e armazenadas com presenca e em auséncia de luz a 35 °C.
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A diferenca total de cor foi classificada de acordo com Cserhalmi et al. (2006). Os
tratamentos armazenados em ambiente com luz apresentaram, a partir do 4° dia, diferenca de
cor total muito perceptivel (AE > 6,0). A alteracdo de cor mais evidente ao longo dos dias de
estudo de estabilidade foi das microparticulas do tratamento PLM_40:60, devido a
caracteristica semissdlida acentuada deste tratamento pelo maior contettdo de MC. Apesar de
inicialmente se apresentar com colorago rosa, caracteristica da antocianina do hibisco, este
tratamento nao foi eficaz na retencéo das antocianinas durante a estabilidade, comprovando que
um teste de retencdo aplicado no tempo inicial dos tratamentos ndo deve ser usado como

parametro definitivo de apresentacdo de eficacia de um produto.

Os comportamentos térmico e polimorfico também podem ser relacionados com 0s
resultados obtidos para os parametros de cor obtidos. A luminosidade (L*) do tratamento
PLM 40:60 ¢ mais baixa que os demais pela formacao de cristais B, densos e ordenados,
prejudicando a retencdo das antocianinas no interior das microparticulas formadas, aumentando
a fotodegradacdo pelo contetdo superficial de antocianinas. O tratamento PLM_40:60 também
apresenta o menor ponto de fusdo, entdo suas microparticulas estdo mais susceptiveis a serem
degradadas na temperatura de 35 °C. A mudanca de cor do tratamento é apresentada na Figura
6.

Para o ambiente sem luz, a partir do dia 4 os tratamentos PLM_100:0, PLM_75:25 e
PLM 50:50 apresentaram diferenca de cor total bem perceptivel (3,0 < AE < 6,0) e os outros
tratamentos apresentaram diferenga de cor total muito perceptivel (AE > 6,0). O tratamento que
apresentou maior variacdo durante o estudo de estabilidade foi o PLM_40:60. Contudo o
tratamento que apresentou a maior variacdo de AE no ultimo dia analisado foi o tratamento
PLM_60:40.

Os tratamentos PLM_100:0 e PLM_75:25 apresentaram as menores variacfes de

coloragéo. O tratamento PLM_100:0 apesar de apresentar valor menor para retencéo de
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encapsulamento que PLM_75:25, apresentou menores valores para AE durante o estudo de
estabilidade. A variacdo de diferenca de cor total seguiu o aumento do contetdo de manteiga
de cacau nos tratamentos, o0 que nos leva a crer que a manteiga de cacau tem grande influéncia
da mudanca de cor das microparticulas, provavelmente devido a oxidacdo dos acidos graxos
insaturados contidos na MC.

A obtencdo do extrato de hibisco vermelho com caracteristica de pé é de interesse para
a industria de alimentos. Além de seu uso como corante natural, reduzindo o uso de corantes
sintéticos, o extrato de hibisco pode ser utilizado para enriquecimento nutricional de alimentos,
como sorvetes, bebidas geladas, cervejas, bebidas lacteas, entre outros. O uso do hibisco
vermelho reduz o estresse oxidativo devido a agdo oxidante elevada. Pieracci et al. (2021)
produziram cerveja artesanal utilizando hibisco como corante, contudo a aplicagdo conferiu

também aroma e sabor peculiar, tornando a cerveja agradavel de beber.

3.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR permite a analise das microparticulas, verificando as possiveis
mudancas estruturais durante a encapsulacéo do ativo pelos materiais de parede escolhidos. A
figura 9 apresenta os espectros de FTIR dos tratamentos durante o estudo de estabilidade para
o periodo de tempo de 0, 30 e 60 dias nos ambientes com presenca e auséncia de luz.

No tempo 0, as microparticulas de todos o0s tratamentos apresentaram picos
caracteristicos dos materiais de parede (6leo de palma totalmente hidrogenado e manteiga de
cacau) e também do extrato de hibisco, sugerindo a eficiéncia na incorporacdo do extrato de
hibisco na matriz das microparticulas. O pico relacionado as antocianinas do extrato de hibisco
é visualizado no espectro de FTIR das microparticulas em 3296 cm™.

As microparticulas de todos os tratamentos, em todos os tempos analisados,
apresentaram grupos de metileno com vibracgdes do tipo deformacéo axial com intensidade forte
e também bandas que se sobrepde a deformacéo axial de C-H. Também, bandas largas e de alta
intensidade de grupos de ésteres foram verificadas nas microparticulas produzidas, assim como
vibragcdes do tipo deformagdo axial simétrica de grupos metileno e vibracBes do tipo
deformacdo axial fora do plano das olefinas cis-dissubstituidas. Esses grupos funcionais
detectados s@o caracteristicos dos materiais de parede lipidicos escolhidos, como foi discutido
no topico 3.1.3. Contudo, apenas no tempo 0 que é visualizada, com defini¢éo, a banda larga e
forte correspondente ao grupo hidroxila realizando deformacdo axial devido a associagédo

polimérica, que representa os compostos fendlicos do extrato de hibisco.
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Figura 9 - Espectros de FTIR das microparticulas produzidas através da técnica de spray

chilling para os dias 0, 30 e 60 nos ambientes com presenga e auséncia de luz.
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O tratamento PLM_40:60 apresenta menos grupos OH livres, seguindo a literatura, por
iss0 € apresentada com aspecto Umido. Assim, essa amostra reteve melhor as moléculas de dgua
dentro das microparticulas influenciando na absorcdo da menor vibragdo do pico do grupo

hidroxila (menor intensidade) comprovada através da menor atividade de dgua. Também, por
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esse tratamento conter o maior conteddo de manteiga de cacau e as particulas estdo, em sua
maioria, em estado amorfo, pode ter ocorrido maior mobilidade das moléculas, facilitando a
saida da &gua contida na saida da agua do extrato, contido nas microparticulas, que foi percebida
na superficie das particulas durante o armazenamento.

Com as andlises de retencdo de encapsulagdo (RE) e pardmetros de cor das
microparticulas durante o estudo de estabilidade, sdo discutidos os resultados obtidos pela
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier. Assim, de acordo com o grafico
de retencdo, todos os tratamentos, independente do ambiente analisado, apresentaram baixa
retencdo de encapsulacéo ao final do estudo de estabilidade.

Nos espectros de FTIR do tempo de 30 dias para os dois ambientes estudados (Figuras
9b e 9c¢) ocorreu intensa redugdo, proxima da extingdo, dos picos caracteristicos dos compostos
fenolicos presentes no espectro do extrato hibisco (Figura 4a) no tépico 3.1.3. As bandas longas
e intensas visualizadas em 3296 cm™ e 1067 cm™, que correspondia aos compostos fendlicos
do hibisco sendo, provavelmente, as antocianinas, ndo sdo apresentadas com intensidade
significante, comprovando a degradacdo severa das antocianinas.

O tratamento PLM_50:50, que apresenta menor retencdo de encapsulacdo nos dois
ambientes estudados no 30° dia (Figuras 9b e 9c), apresenta as mais fracas bandas
caracteristicas do espectro do extrato de hibisco. Quanto menor é o conteddo de MC, mais
intenso sdo 0s espectros dos tratamentos para 0s picos caracteristicos do extrato de hibisco e,
consequentemente, maior é a retencdo. A menor intensidade dos picos é apresentada pelo
tratamento PLM_40:60 que, de acordo com as outras analises, produz as microparticulas mais
aglomeradas entre os tratamentos.

Para o espectro de FTIR para o periodo de tempo de 60 dias (Figuras 9d e 9e), os
resultados obtidos foram semelhantes, com maior reducdo para 0s picos caracteristicos de
compostos fenolicos do extrato de hibisco. O tratamento PLM_50:50 tem menor intensidade
em todos 0s picos e isso se explica por apresentar mistura de igual proporcao para MC e OPTH.

Devido a baixa retencdo de encapsulamento de todos os tratamentos e os altos valores
obtidos para diferenca total de cor desde os primeiros dias de estudo de estabilidade, o estudo
dos espectros de FTIR ndo apresentaram novidades perante a discusséo realizada antes desse
teste, principalmente entre os dias 30 e 60. Segundo Carmo et al. (2021), esses resultados se
alinham com o estudo da espectroscopia de infravermelho, pois concentragdes baixas de
antocianinas presentes nas microparticulas produz picos de bandas pouco desenvolvidas.
Assim, € interessante que novas condi¢fes de estudo de estabilidade sejam pensadas para

garantir resultados mais elaborados para somar a discusséo.
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3.3 Perfil de liberacéo — Digestibilidade simulada in vitro

O intuito principal da encapsulacdo de antocianinas para este trabalho é o potencial
corante do ativo, mas visualizar o perfil de liberacdo das antocianinas no sistema
gastrointestinal é interessante pela elevada atividade antioxidante das antocianinas na reducao
do estresse oxidativo. Assim, o perfil de liberacdo é realizado para verificar se as
microparticulas foram liberadas no intestino para garantir que a capacidade antioxidante das

microparticulas seja eficaz.

O perfil de liberagdo das antocianinas do hibisco da espécie Hibiscus rosa-sinensis
encapsuladas por spray chilling é apresentado na Figura 10, durante a exposi¢do ao fluido
gastrico simulado in vitro (FGS) e fluido intestinal simulado in vitro (FIS). As simulacdes
gastrica e intestinal foram realizadas em processo continuo, ou seja, o produto obtido para cada
tratamento no final da simulacéo géstrica foi utilizado para realizagdo da simulagdo intestinal,

tal qual no sistema gastrointestinal humano.

O extrato de hibisco puro teve a maior liberagdo de antocianinas na fase gastrica. Por
serem susceptiveis e instaveis, as antocianinas livres no extrato sdo degradadas com facilidade
com a mudanca de pH do extrato e do sistema gastrico simulado. As microparticulas produzidas
foram resistentes ao FGS com baixa porcentagem de liberacao ao longo de duas horas (entre 9
e 25%), apresentando comportamento de protecdo dos ativos. E interessante que a liberagio
seja controlada no sistema gastrico para que os compostos bioativos sejam absorvidos pelo

intestino.

Na fase gastrica (estbmago) as microparticulas ndo se desintegram totalmente,
dificultando a liberagdo das antocianinas. Os tratamentos PLM_100:0 e PLM_75:25, contudo,
ao final da fase géastrica apresentam amostras mais difusas no meio aquoso, como ja era
esperado por apresentarem melhores resultados de fluidez e coesdo, ou seja, apresentando
melhor difus@o. Assim, na fase intestinal o tratamento PLM_75:25 apresenta boa taxa de
liberacdo de antocianinas no intestino, porém o tratamento PLM_100:0 ndo apresenta 0 mesmo
resultado. Esse resultado do tratamento se deve pela formacdo de particulas mais densas e
ordenadas, com a liberagéo das antocianinas superficiais para 0 meio aquoso, mas impedindo a

liberacdo de antocianinas localizadas no interior da microparticula.
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Figura 10 - Perfil de liberacdo gastrointestinal in vitro do extrato de hibisco e microparticulas
de antocianinas de extrato de hibisco de cada tratamento.
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O comportamento de liberacdo antocianinas na fase intestinal para os tratamentos
PLM_100:0 e PLM_50:50 foi igual na fase gastrica, com taxa de liberacdo controlada de
antocianinas baixa e constante. Apesar da taxa de liberacdo baixa, se comparadas com o perfil
de liberacdo do extrato de hibisco puro, as antocianinas contidas nas microparticulas ndo foram
totalmente degradadas, pois a taxa de liberacdo permanece constante durante os 240 minutos
de anélise gastrointestinal simulada. Este resultado é visto na Figura 11 com a solucéo contendo
microparticulas apresentando coloracéo acinzentada, tendo a chance de ter particulas liberadas

no fluido, e ndo amarronzada, como ¢ tipica da degradacdo das antocianinas.

Os tratamentos PLM_75:25, PLM_60:40 e PLM_40:60 apresentaram as melhores taxas
de liberacdo de antocianinas na fase intestinal. Os tratamentos PLM_60:40 e PLM_40:60
podem ter esse resultado devido suas aglomeragdes que dificultaram a liberacdo das
antocianinas na fase gastrica. O resultado do tratamento PLM_75:25 era esperado pelos
melhores resultados apresentados por ser uma mistura lipidica com proporcao de AG saturados
(OPTH) maior que de AG insaturados (MC), menor didmetro médio de particulas, RE acima
de 65%, melhores resultados de disperséo e maior AA%.
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Figura 11 - Simulacdo gastrica e intestinal in vitro do extrato de hibisco e microparticulas de
antocianinas de extrato de hibisco de cada tratamento.
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4 CONCLUSAO

A microencapsulacdo de extrato de hibisco é uma alternativa viavel para preservar as
antocianinas das flores de hibisco-vermelho da espécie Hibiscus rosa-sinensis. As
microparticulas apresentaram formas polimorficas mais estaveis e exibiram capacidade
antioxidante elevada. O tratamento PLM_75:25 apresentou melhores resultados, pelo uso da
manteiga de cacau, como material de parede, em baixas propor¢des com outro material lipidico
com alto ponto de fusdo, como €é o caso do 6leo de palma totalmente hidrogenado. No estudo
de estabilidade acelerada, todos os tratamentos apresentaram baixa retencdo de antocianinas,
nos dois ambientes, por serem sensiveis a temperatura de 35 °C e a luz, no caso do ambiente
iluminado. E ideal que estas microparticulas sejam armazenadas abaixo dessa temperatura e
sem a presenca de luz, para a utilizacao eficaz como corante natural com potencial antioxidante
em produtos alimenticios armazenados em locais refrigerados e em embalagens com barreira a

luz.
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CONCLUSAO GERAL

A microencapsulagdo de antocianinas do extrato das flores do hibisco vermelho é uma
alternativa para substituicdo do uso de corantes sintéticos e de origem animal, bem como
melhoria da qualidade nutricional em produtos alimenticios. Os compostos bioativos da flor do
hibisco apresentaram boa interacdo com o material de parede escolhido. Em condigdes
adequadas de armazenamento, a producao de microparticulas proporcionou maior estabilidade
as antocianinas. E importante que novos estudos avaliem as microparticulas quanto sua
estabilidade em temperaturas abaixo de 35 °C sem a presenca de luz. Também, diferentes
misturas lipidicas podem ser aplicadas para favorecimento da reten¢do dos compostos de

interesse e futura aplicagéo destas microparticulas em matrizes alimenticias.



