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RESUMO
O urucum (Bixa orellana) € um fruto que contem sementes ricas em carotenoides. A
forma de p6s é a mais comercializada do urucum direcionada a culindria, mais
especificamente como condimento para dar cor e sabor. Sua cor predominante é
vermelho-alaranjado devido ao alto teor de bixina, um apocarotendide. Uma das
propriedades biol6gicas mais importante da bixina € o seu poder antioxidante.
Entretanto, a bixina, assim como a maioria dos carotenoides, apresenta alguns
inconvenientes em relagdo as aplicacdes alimenticias como baixa solubilidade em
agua, sensibilidade e degradacao na presenca de luz, oxigénio, entre outros. Logo, a
sua aplicagdo é condicionada a estabilizacdo da mesma, e concomitantemente a
sua biodisponibilidade. Nesse contexto, a microencapsulacdo é uma das estratégias
mais promissoras e eficientes para a estabilizagdo da bixina para posterior
aplicacdo. Assim, esta pesquisa objetivou estabilizar o extrato de urucum contendo
alto teor de bixina usando a técnica de encapsulamento por gelificacao ibnica,
formando microparticulas de hidrogel usando uma combinacédo de biopolimeros e
aplicagdo em formulagédo alimenticia. As microparticulas foram produzidas usando
alginato, alginato-gelatina e alginato-carragenina, seguida de secagem sob vacuo
em estufa ou liofilizagdo, de forma a avaliar a influéncia desses processos nas
microparticulas e bixina encapsulada. As microparticulas foram caracterizadas
quanto sua morfologia, propriedades quimicas e fisico-quimica. Extrato de bixina e
microparticulas de bixina foram utilizadas nas formulagdes para producédo de barra
de cereais. As barras com e sem bixina encapsulada foram caracterizadas e ensaios
de liberacao de bixina nas condi¢des bucal, gastrica e intestinal foram realizados. A
técnica de gelificacao ibnica apresentou elevada eficiéncias de encapsulamento de
bixina 95,72%, 94,70%, e 93,71% para as microparticulas de alginato, alginato-
gelatina e alginato-carragenina, respectivamente. As microparticulas apresentaram
baixa atividade de agua, entre 0,2 a 0,3 e amorfismo. O tipo de secagem (estufa a
vacuo e liofilizagdo) ndo influenciou nas caracteristicas termofisicas das
microparticulas, porém influenciou no material de parede e processo de liberacao.
Em relacdo aos resultados do teste de liberacdo, para a condigdo simulando meio
gastrointestinal, as microparticulas revestidas de alginato-gelatina liofilizada (AGLb)
apresentaram a maior liberacdo de bixina proximo a 61%. As barras de cereais
foram produzidas utilizando as microparticulas de Alginato-gelatina devido a maior

liberacé&o de bixina na fase intestinal. As barras com e sem bixina (barras controle -



BC, extrato - BEX e Microparticulas - BMP) apresentaram os seguintes resultados:
barras BMP apresentaram maior teor de cinzas (1,40%) e maior atividade de agua
(0,52), quando comparadas as outras barras de cereais. Em relacdo ao perfil de
textura, ndo houve diferenca significativa na dureza, forca de cisalhamento e
coesdo. Considerando a mastigabilidade, a barra BEX (39,87) foi significativamente
diferente das barras BC (17,30) e BMP (22,15). Em relacao a liberacao de bixina as
barras de cereais contendo microparticulas apresentaram maior liberacdo na fase
intestinal. Os resultados obtidos nesta pesquisa mostraram que a combinacao de
alginato-gelatina foi a melhor combinacao para encapsular e liberar controladamente
a bixina. Adicionalmente esta pesquisa apresenta uma alternativa viavel para
ampliacdo da produgéo de um alimento saudavel com propriedades ativas a serem

incorporadas pelas industrias de alimentos.

Palavras-chave: bixina; microparticulas ativas; formulagao alimenticia.



ABSTRACT
Annatto (Bixa orellana) is a fruit that contains seeds rich in carotenoids. The powder
form is the most commercialized form of annatto for cooking, more specifically as a
condiment to add color and flavor. Its predominant color is orange-red due to the high
content of bixin, an apocarotenoid. One of the most important biological properties of
bixin is its antioxidant power. However, bixin, like most carotenoids, presents some
drawbacks in relation to food applications, such as low solubility in water, sensitivity
and degradation in the presence of light, oxygen, among others. Therefore, its
application is conditioned to its stabilization, and concomitantly its bioavailability. In
this context, microencapsulation is one of the most promising and efficient strategies
for stabilizing bixin for subsequent application. Thus, this research aimed to stabilize
annatto extract containing a high bixin content using the ionic gelation encapsulation
technique, forming hydrogel microparticles using a combination of biopolymers and
application in food formulation. The microparticles were produced using alginate,
alginate-gelatin and alginate-carrageenan, followed by drying under vacuum in an
oven or freeze-drying, in order to evaluate the influence of these processes on the
microparticles and encapsulated bixin. The microparticles were characterized
regarding their morphology, chemical and physical-chemical properties. Bixin extract
and bixin microparticles were used in formulations for cereal bar production. The bars
with and without encapsulated bixin were characterized and bixin release assays
under oral, gastric and intestinal conditions were carried out. The ionic gelation
technique showed high bixin encapsulation efficiencies of 95.72%, 94.70%, and
93.71% for alginate, alginate-gelatin and alginate-carrageenan microparticles,
respectively. The microparticles showed low water activity, between 0.2 and 0.3, and
amorphism. The type of drying (vacuum oven and freeze-drying) did not influence the
thermophysical characteristics of the microparticles, but it did influence the wall
material and release process. Regarding the results of the release test, for the
condition simulating the gastrointestinal environment, the microparticles coated with
freeze-dried alginate-gelatin (AGLb) showed the highest release of bixin, close to
61%. The cereal bars were produced using Alginate-gelatin microparticles due to the
greater release of bixin in the intestinal phase. The bars with and without bixin
(control bars - BC, extract - BEX and Microparticles - BMP) showed the following
results: BMP bars showed higher ash content (1.40%) and higher water activity

(0.52), when compared to other cereal bars. Regarding the texture profile, there was



no significant difference in hardness, shear strength and cohesion. Considering
chewiness, the BEX bar (39.87) was significantly different from the BC (17.30) and
BMP (22.15) bars. Regarding the release of bixin, cereal bars containing
microparticles showed greater release in the intestinal phase. The results obtained in
this research showed that the alginate-gelatin combination was the best combination
to encapsulate and controllably release bixin. Additionally, this research presents a
viable alternative for expanding the production of healthy food with active properties

to be incorporated by the food industry.

Keywords: bixin; active microparticles; food formulation.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

O que?
Estabilizar bixina de sementes de urucum para aplicacdo em alimento.

Porqué?

- A estabilizacdo de bioativos pode aumentar a absor¢cdo dos mesmos no
organismo humano;

- A bixina € um bioativo apocarotendide oriundo do urucum que apresenta
notavel atividade antioxidante.

- A bixina pode ser estabilizada, bem como ter sua liberagdo controlada, e
assim aperfeicoar sua eficiéncia biologica.

- O microencapsulamento é uma técnica que pode proteger, estabilizar e
controlar a liberagao da bixina.

- E necessario avaliar as condicdes digestivas de microcapsulas contendo
bixina.

- Necessidade de produzir alimentos com melhor qualidade nutricional, bem
como diminuir uso de corantes e/ou conservantes sintéticos;

O que ja foi feito?

- Encapsulamento de extrato de bixina utilizando gelificacao i6nica e proteinas
como materiais encapsulantes.

- Encapsulamento de extrato de bixina por outras técnicas: Eletrofiacéo,
deposicao interfacial, spray drying em outras matrizes poliméricas.

- Aplicacéo de extrato de bixina em alimentos como iogurte, muffins.

Hipoteses da pesquisa

- E possivel estabilizar bixina usando a técnica de gelificacdo ibnica e
biopolimeros como material encapsulante.

- As microparticulas contendo bixina poderao ser utilizadas em formulagao de
alimentos contribuindo para sua qualidade nutricional, sem afetar as
propriedades tecnologicas.

Metodologia experimental

Para alcancar as hip6teses propostas nesta pesquisa realizou-se:

- A capacidade antioxidante dos extratos de urucum e das microparticulas
determinada pelo método ABTS e compostos fendlicos.

- Microencapsulamento do extrato de bixina foi realizado pela técnica de
gelificacao ibnica, utilizando combinagdes poliméricas (alginato, carragenina e
gelatina) como materiais encapsulantes.

- Desenvolveu-se barras de cerais como alimento modelo para avaliar as
microcapsulas de bixina.

- Liberacao da bixina encapsulada e das barras in vitro nas fases oral, gastrica
e intestinal foram avaliadas.

Resultados
- Obteve-se um extrato rico em bixina com atividade antioxidante.
- Obteve-se microparticulas de bixina com elevado rendimento que possam




ser exploradas em nivel comercial.

- Alta liberag&o de bixina das microparticulas Alginato-gelatina na fase
intestinal;

- Aplicacao das microparticulas em formulacao de barras de cereais foi
promissor, com elevada taxa de liberacdo da bixina na fase gastrointestinal.




16

1 INTRODUCAO

Devido a crescente preocupacdo dos consumidores em manter uma
alimentacao saudavel e com a seguranca alimentar no século XXI, as industrias de
alimentos tém investido cada vez mais no desenvolvimento e producédo de alimentos
funcionais, que auxiliem tanto na manutencao da saude quanto na prevencao de
doencas (SAQIB et al., 2022).

Nesse contexto, existe uma reducdo do uso de ingredientes artificiais e
aumento por compostos associados a manutencao da saude que reduzem de riscos
de doencas, como carotenoides, compostos fendlicos, vitaminas A, D, E e K, éleos
essenciais, e acidos graxos; sao componentes presentes em diversas frutas e
vegetais, que por sua vez, sao passiveis de serem utilizadas (BAZANA;
CODEVILLA; DE MENEZES, 2019; REZAEI; FATHI; JAFARI, 2019; JAIN;
WINUPRASITH; SUPHANTHARIKA, 2020).

Em particular, os carotenoides utilizados como corantes e antioxidantes, sdo
substancias que nao sao sintetizadas por humanos, sendo assim necessario
consumir na dieta. Conhecendo as fungdes e beneficios relevantes, como um
potente antioxidante, os carotenoides estdo cada vez mais atraindo a atengcdo dos
consumidores (EGGERSDORFER; WYSS, 2018; ROLL ZIMMER; BARBOZA
MENDONCA; ZAMBIAZI, 2022). Estruturalmente, os carotenoides possuem ligacoes
duplas conjugadas, no centro de sua molécula, que desempenham um papel
croméforo (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019; WATKINS; POGSON, 2020).

A semente de urucum possui carotenoides naturais que sao difundidos e
aplicados na industria alimenticia. O extrato de coloragdo vermelha esta
correlacionado a bixina — o composto majoritario (JAHANGIRI et al., 2018;
MORAES; ZABOT; MEIRELES, 2015).

A bixina é um apocarotendide lipofilico composto por uma cadeia de
hidrocarbonetos poliinsaturados (C2sH3004) (JAHANGIRI et al.,, 2018). Possui
propriedades biolégicas notaveis, como atividade antimicrobiana e principalmente
antioxidante (CHISTE et al., 2011; QUIROZ et al., 2020). No entanto, o consumo de
bixina, assim como a sua aplicacdo em formulacées alimenticias, apresenta desafios
quanto as interacées compostos-alimento, como a baixa solubilidade, instabilidade a
luz e ao oxigénio, que limitam sua incorporacdo em produtos alimenticios (PINZON-
GARCIA et al., 2018; URSACHE et al., 2018).
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Assim, o desenvolvimento de sistemas capazes de melhorar a aplicacao de
bixina, tais como técnicas de encapsulamento, tem sido uma alternativa promissora
para melhorar a sua estabilidade. O material de barreira no processo de
encapsulacao tem a funcao de proteger compostos sensiveis a fatores ambientais, e
também devem possibilitar sua liberacdo em locais de absorcao favoraveis,
proporcionando estabilidade quimica durante todo o processo, ou seja, desde a
produgdo, armazenamento, transporte e consumo do produto (JAIN;
WINUPRASITH; SUPHANTHARIKA, 2020).

Existe uma variedade de materiais poliméricos de fontes naturais ou
sintéticas que sao utilizados como encapsulantes. Embora os materiais sintéticos
apresentem algumas fungdes importantes e ainda sejam amplamente utilizados,
pesquisas vém se intensificando para explorar e potencializar cada vez mais o uso
de polimeros naturais como alginato, carragenina, gelatina, entre outros, que sao
capazes de formar géis, ou seja, constituindo um importante grupo de biomateriais
biodegradaveis, biocompativeis, ndo téxicos e renovaveis (LEONG et al., 2016).

Assim, microparticulas de hidrogel com bixina, em bases poliméricas de
origem natural, sdo excelentes, potencialmente, para incorporacdo em formulacdes
alimenticias, como por exemplo, as barras de cereais.

As barras de cereais foram desenvolvidas na década de 80 nos Estados
Unidos, como um produto alternativo rapido e nutritivo. No Brasil, foi introduzida no
inicio dos anos 90 (DE BARROS VINHAL et al., 2022; DE MELO et al., 2019). A
elaboragao de barras de cereais é um processo relativamente simples, pois podem
ser produzidas com diversos componentes como fibras, fitoquimicos antioxidantes,
pré e probidticos, proteinas, microparticulas bioativas, entre outros (De Melo et al.
2020; (SAMAKRADHAMRONGTHAI; JANNU; RENALDI, 2021), afim de agregar
valor e possibilitar a ingestdo de componentes conforme demanda e necessidade de
cada individuo.

Nesse sentido, uma das alternativas para investigar o potencial das
microparticulas contendo bixina foi a producédo, caracterizacdo e aplicacdo em

formulacdes de barra de cereais.
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho foi produzir e caracterizar microparticulas

contendo bixina pela técnica de gelificacdo ibnica e, incorporar as mesmas em

formulagbes de alimentos, usando como modelo barras de cereais.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir microparticulas com bixina por gelificagado i6nica utilizando alginato,
carragenina e gelatina como materiais encapsulantes.

Caracterizar as microparticulas: Propriedades térmicas, morfologicas, grupos
funcionais, liberagdo em condi¢des gastrointestinais simuladas, cor.

Identificar o perfil gastrointestinal (in vitro) de liberacdo de bixina das
microparticulas produzidas.

Analisar a estabilidade das microparticulas a exposicéo a luz.

Avaliar as barras de cereais contendo extrato de urucum e microparticulas

contendo o extrato de urucum.

Figura 1- Resumo grafico — produgao, caracterizacao e aplicagao de microparticulas contendo bixina.
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hidrogel cora bixina por
gelificacio idnica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos sdao metabdlitos secundarios que vém chamando a
atencao da industria alimenticia, em especial aplicados a formulacdes de alimentos,
por apresentarem notaveis propriedades biol6égicas como atividade antioxidantes e
anti-inflamatérias, antimicrobianas e anticancerigenas. Como exemplo desses
compostos, os carotenoides, compostos fendlicos, antocianinas, acidos graxos
essenciais, minerais, vitaminas, flavondides, entre outros (BOT et al., 2018;
GIACONIA et al., 2020).

Nesse sentido, alguns compostos bioativos sdo corantes naturais, como os
carotenoides, que possuem atividade antioxidante, ou seja, dificultam a oxidacao
lipidica, uma das principais causas da deterioracao alimenticia, preservando o sabor,
a cor e outras caracteristicas importantes de alimentos (OZKAN et al., 2019). No
entanto, as principais dificuldades associadas aos carotenoides bioativos de forma
livre estdo relacionadas a sua baixa solubilidade em agua e biodisponibilidade
(DELSHADI et al., 2020; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

Existe a necessidade de preservar tais compostos biologicamente ativos, de
forma a proporcionar a sua liberagao controlada, e de melhorar o seu desempenho,
aproveitando os seus beneficios. Para isso faz-se o uso de técnicas que melhorem a
sua solubilidade e tornem sua aplicacéao efetiva (JAHANGIRI et al., 2018).

O encapsulamento de ativos vem se consolidando ao longo das décadas,
por se tratar de uma tecnologia que permite a protecdo e, consequentemente, a
preservacao das propriedades de compostos suceptiveis a degradacdo, como 0s
carotenoides. O encapsulamento consiste em revestir o composto bioativo com outro
material, geralmente um polimero, obtendo particulas de natureza sélida ou liquida
com a funcédo de preservar as qualidades do componente encapsulado, atuando
como barreira fisica contra fatores externos (HECKERT BASTOS et al.,, 2020;
SANTOS et al, 2021). A microencapsulagdo é uma das estratégias mais
promissoras para estabilizacdo e aplicagdo de substancias bioativas (SAMPAIO et
al., 2019).
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3.1.1 Carotenoides

Os carotenoides sédo bioativos pertencentes a categoria dos tetraterpenos.
Estruturalmente sdo compostos por moléculas lineares com oito unidades de
isoprendides, além de um centro de inversdao (PHAN et al., 2021). Esses compostos
desempenham funcdes essenciais no processo de fotossintese, que auxiliam a
captacao de luz, bem como a transferéncia dessa energia para a clorofila (ROWLES;
ERDMAN, 2020; VON LINTIG; MOON; BABINO, 2020; WATKINS; POGSON, 2020).

Os carotenoides podem ser sintetizados por plantas (encontrados em uma
variedade de frutas e legumes como tomate, melancia e cenoura), algas
(Phaeodactylum tricornutum), leveduras (Xanthophyllomyces dendrorhous), fungos
(Blakeslea trispora) e algumas bactérias (Pseudomonas  aeruginosa,
Chromobacterium spp.). Logo, a absorcdao de carotenoides por seres humanos é
exclusivamente dependente da dieta. Os carotenoides compdem uma ampla classe
dos terpendides (tetraterpendides com 40 carbonos) que sao compostos por
cromoforos de polieno com até onze ligagdes duplas conjugadas e anéis terminais
de carbono. Essa conjugacao confere aos carotenoides uma conformacéo estrutural
quimica notavel, que por sua vez é relacionada a determinadas funcdes biol6gicas
como antioxidante e provitaminico A (GILLE et al., 2018; LI; SWOFFORD; SINSKEY,
2020; MOISE; AL-BABILI; WURTZEL, 2014; NANOU; ROUKAS; KOTZEKIDOU,
2007; PRIYADARSHANI, 2018; RAM et al.,, 2020; RAMMUNI et al., 2019; VON
LINTIG et al., 2019).

De acordo com a estrutura quimica, os carotenoides podem ser classificados
em dois grupos: Carotenos (e.g. a-caroteno, B-caroteno, p-criptoxantina e licopeno)
que sao hidrocarbonetos e as xantofilas (e.g. zeaxantina e luteina) que sao
derivados oxigenados (alcodlicos), ou seja possuem oxigénio na estrutura (ARYEE;
AGYEI; AKANBI, 2018; KHALID et al., 2019; VON LINTIG et al., 2019; WATKINS;
POGSON, 2020). A Figura 2 apresenta as estruturas quimicas de alguns
carotenoides de acordo com essa classificacao.
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Figura 2 - Estrutura quimica de alguns carotenoides de acordo com a classificagdo de carotenos e
xantofilas. Adaptada de Kopec; Failla, (2018).
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A atividade bioldgica mais importante atribuida aos carotenoides € a
provitamina A. Devido as suas caracteristicas estruturais, o B-caroteno € o Unico
carotenoide com 100% de atividade de provitamina A, pois é o Unico bioativo capaz
de gerar duas moléculas retinianas. Apds a ingestao, os carotenoides B-caroteno e
provitamina A sao absorvidos e convertidos em retinal no intestino (MESQUITA;
TEIXEIRA; SERVULO, 2017; RIBEIRO et al., 2018; SANTOS et al., 2021).

A estrutura quimica lipofilica dos carotenoides, bem como sua baixa
estabilidade a exposicdo a luz e a elevada temperatura dificultam sua aplicacao
massiva, principalmente em formulagbes alimenticias. A microencapsulacao de
carotenoides pode ampliar sua forma de aplicacao.

Tendéncias cientificas foram observadas a partir da andlise de dados do
Scopus (www.scopus.com). A pesquisa foi realizada em 5 de abril de 2024. Os
parametros de busca foram titulo, resumo, palavras-chave, tipo de documento e
dados de publicacao, de 2013 a 2023, utilizando as palavras-chaves: "encapsulation
carotenoids" ou "carotenoid hydrogel' ou "carotenoid hydrogel microparticles".
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Conforme a Figura 3 (A) foram obtidos 626 documentos no levantamento. E possivel
observar que houve um aumento significativo de publicacbes de 2020 (83
publicacbes) a 2021 (106 publicacdes). Do total de 626 documentos, cerca de 68%
(427) corresponde a artigos de pesquisa, 23% (145) sao artigos de revisao, 6,4%
(40) sao relacionados a publicacao de capitulos de livros. No cenario de publicacbes
por pais, é importante destacar que o Brasil € o pais com maior nimero de

publicacdes (113 documentos), seguido da China com 106 documentos.

Figura 3 - Tendéncias cientificas para encapsulamento de carotenoides: (A) Publicagdes por ano de
2013 a 2023. (B) Publicacbes por pais.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2024).

3.1.2 Urucum

A Bixa orellana L. comumente conhecida no Brasil como "urucum", no
México como "achiote", pertence a familia Bixa ceace, € uma planta com altura entre
3 a 6 cm, natural da América Central e do Sul, e economicamente importante por ser
uma das mais antigas e conhecidas fontes de corante natural. A coloragcéo se
encontra no arilo presente em suas sementes, e dispde de uma pigmentacao

vermelha. Este € largamente utilizado na industria farmacéutica, cosmética e
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principalmente na industria  alimenticia  (SHAHID-UL-ISLAM; RATHER,;
MOHAMMAD, 2016; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019; NATHAN et al., 2019).

Figura 4 - Frutos do urucuzeiro (Bixa orellana L.).

Fonte: Furukawa, 2013 - EMBRAPA.

O Brasil é o maior produtor mundial de urucum, aproximadamente 12,00
t/ano, sendo 70% da producdo brasileira utilizada pelas industrias de alimentos e
cosméticos como corante (FONTINELE et al., 2018). As numerosas sementes que
se localizam no interior do fruto sdo envolvidas por uma camada de polpa vermelha.
De modo geral e popularmente as sementes sao retiradas e submetidas ao processo
de trituracao, obtendo-se o p6 de urucum (origem da palavra tupi guarani "uru'ku",
que significa vermelho) muito utilizado como colorifico na culinaria brasileira
(FONTINELE et al., 2018).

As aplicacbes do urucum sdo inumeras, desde a coloracdo em produtos
lacteos como queijos, produtos de panificacdo, sobremesas, cremes, manteigas,
dentre outros (SHAHID-UL-ISLAM; RATHER; MOHAMMAD, 2016). Além dos
pigmentos, a semente de urucum apresenta em sua COmMPOSIGA0 outros
componentes importantes como lipideos, proteinas, carboidratos e minerais. Os

teores percentuais dos componentes estao dispostos na Tabela 1.



24

Tabela 1 - Composicao centesimal do urucum.

Composicao do Urucum Teores (%) Referéncia

Umidade 9,6 a13,3% Albuquerque;
Meireles, (2012) Silva
et al. (2008)

Cinzas 5,4 a 6,9% Albuguerque;
Meireles, (2012)

Lipidios 2,0 24,8% Albuguerque;

Meireles, (2012),
Carvalho et al. (2010)

Proteina 12,1a17% Albuquerque;
Meireles, (2012)

Carboidrato total 70% Albuquerque;
Meireles, (2012)

Bixina 1,0 26,3% Silva et al. (2008),

Carvalho et al. (2010),
Da Silva et al. (2009) e
Albuquerque;
Meireles, (2012).

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Além da utilizacao do p6 de urucum, é possivel fazer a extracdo do pigmento
por meio de extratos. Os extratos da semente de urucum sdo obtidos de forma geral
por extragdo com solvente. Dentro dessa diversificagdo de componentes presentes
na semente de urucum como mostra a tabela, a bixina se destaca como o
carotenoide com maior percentual na semente, com uma variagdo de 1 a
aproximadamente 6%. Aléem da bixina, a norbixina também é um composto presente
na semente e sdo os carotenoides que estdo em predominancia na composi¢ao
(ZHU et al., 2023).

A bixina encontra-se majoritariamente na superficie das sementes de
urucum (Rodrigues et al., 2014). A variabilidade do teor de bixina nas sementes de
urucum se da pela influéncia da variedade cultivar, ou seja cada variedade possui
sua composicdo, além da influéncia das técnicas de pré e pés colheita (ALCAZAR-
ALAY et al., 2017). A potente capacidade de coloragdo dos carotenoides do urucum,
bem como suas notaveis atividades biol6gicas fundamentam pesquisas no setor

alimenticio.

3.1.3 Bixina
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A bixina é um apocarotenoide, que estruturalmente (C2sH3004) engloba uma
cadeia de hidrocarboneto poli-insaturada com um acido carboxilico e um grupo éster
metilico presentes nas extremidades da cadeia, sendo o motivo da sua lipofilicidade
(Figura 5) (ROSTAMABADI; FALSAFI; JAFARI, 2019). A bixina representa cerca de
80% dos carotenoides encontrados nas sementes de urucum, enquanto 20%
consistem em trans- e cis - norbixina (CzsH2s04). Ela € um agente de pigmentagéao
amplamente utilizado em alimentos, principalmente para fornecer coloragdo em
alguns produtos lacteos, também é utilizado na industria de cosméticos e industria
de curtume (CELLI et al., 2019; GARCIA SILVEIRA; TAPIA-BLACIDO, 2018;
MOLLER et al., 2020).

Figura 5 - Estrutura da (A) bixina e (B) norbixina.
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Fonte: TOCCHINI & MERCADANTE, (2001).

A bixina € um corante e aditivo natural reconhecido como ingrediente
seguro, aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) (ZHU et al., 2021). Sua
bioatividade alinhada a conferéncia de cor tem despertado interesse cientifico e
tecnolégico para o setor industrial alimenticio, principalmente. Sendo um
apocarotendide, € um composto com potencial antioxidante (ZHANG et al., 2018),
que também tem sido investigado no tratamento hipoglicémico, anti-inflamatério, e
antitumoral (PIZON-GARCIA et al., 2018; DE OLIVEIRA JUNIOR et al., 2019).

Apesar de ser um ingrediente ativo com propriedades interessantes, a
aplicagédo da bixina, assim como os outros carotenoides, € limitada em decorréncia a
baixa solubilidade em meio aquoso, evidenciada pela composicdo de sua estrutura

quimica lipofilica, bem como pela instabilidade a luz. Portanto, é evidente a
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necessidade de utilizar meios e técnicas para preservar a bioatividade da bixina e
possibilitar a sua incorporacdo em alimentos, e melhorar a sua solubilidade e
liberagédo (JAHANGIRI et al., 2018). Nesse contexto, o microencapsulamento é uma
das estratégias mais promissoras de estabilizacdo de composto com bioatividade
como a bixina (SAMPAIO et al., 2019).

Quiroz et al. (2020) encapsularam extrato de urucum por meio da técnica de
gelificacao idnica, utilizando proteinas de quinoa, lentilha e soja e caseinato de sodio
como materiais de barreira. Dentre as andlises de caracterizacées, os compostos
polifendlicos e o teor de bixina do extrato livre e encapsulado foram avaliados em
diferentes temperaturas (4 °C, 25 °C e 65 °C) durante o armazenado por 12 dias. Os
resultados demonstraram a capacidade de encapsulamento com eficiéncias entre
58% a 80%. O teor dos compostos polifendlicos totais e da bixina no extrato livre
tiveram reducoes significativas nas temperaturas de 25 °C e 65 °C, com reducdes de
0,205 = 0,008 para 0,114 = 0,010 mg de bixina/g de amostra e os compostos
fendlicos de 31,25 + 7,83 mg AG/g de amostras para 12,52 + 0,34 mg AG/g de
amostras durante os 12 dias de armazenamento. No que se refere aos extratos
encapsulados, apesar de apresentarem menor concentracao nas microparticulas, os
bioativos permaneceram estaveis em todas as temperaturas de armazenamento.

O microencapsulamento é uma tecnologia promissora para a incorporacao
de ingredientes como a bixina que por meio de uma diversidade de técnicas como
hidrogel, precipitacdo antissolvente, secagem por aspersao (spray drying),
coaservacao, dentre outras, favorece a protecdo e assim a permanéncia da

bioatividade para a aplicacao.

3.2 MICROENCAPSULAMENTO DE BIOATIVOS

A microencapsulacdo € uma técnica utilizada para estabilizacdo e aplicacao
de uma ampla gama de compostos bioativos (como antioxidantes, vitaminas,
células, enzimas, fendis, entre outros) (DHAKAL; HE, 2020; NAZZARO et al., 2012).

No processo de encapsulamento, alguns fatores sdo primordiais e devem
ser considerados, como o material encapsulado ou ndcleo (a natureza do composto,
se é hidrofilico ou hidrofébico, se é sensivel a determinado pH, temperatura, se é
degradavel na presenca de luz), o encapsulante ou material de parede (se é de

origem natural, sintética), a técnica de microencapsulacdo, o mecanismo de
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liberacdo (se degrada em condicbes de baixo pH, se ocorre a liberagdo em
condicoes basicas de pH como é o caso do pH do intestino) e a aplicagcao das
microparticulas (aplicacdo em alimento Umidos, ou secos, gordurosos, ou acido,
dentre outros) (AGUIAR; ESTEVINHO; SANTOS, 2016).

O microencapsulamento & um processo difundido na literatura, e devido a
diversidade de técnicas, pode ser utilizado para o encapsulamento de varios
compostos bioativos, como antocianinas utilizando a técnica de spray drying (PHAN
et al.,, 2021) e gelificacdo idnica (DE MOURA et al., 2018), curcumina por spray
drying e liofilizacao (GUO et al., 2020), gelificagao ibnica (NGUYEN et al., 2022; XU
et al., 2019), carotenoides pela técnica de spray drying (CURI-BORDA et al., 2021;
TUPUNA et al., 2018) coaservacao complexa (GOMEZ-ESTACA et al., 2018), dentre
outras possibilidade de técnicas e bioativos. A tabela 2 a seguir apresenta algumas

técnicas, materiais e tipos de carotenoides mais utilizados no encapsulamento.



Tabela 2 - Técnicas utilizadas para estabilizar os carotenoides puros e obtidos de frutas e vegetais
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Técni . Resul i A
ecnica de Carotenoides esultados obtidos Referéncia
encapsulamento

Emulséo e a estabilidade do licopeno foi significativamente maior nas esferas

microparticulas de
hidrogel

Emulséo
eletropulverizada

Aerogel
Deposicéo
interfacial

Emulsificacao O/A

Gelificagao l6nica

Spray drying

Método de
emulsificacao e
complexo
coacervacgao

Precipitacéao
antissolvente

Liofilizacédo e
spray-drying

Licopeno

B-caroteno

B-caroteno
Bixina
Carotenoides do
melao
extrato de

semente de
urucum

Oleo de buriti

Fucoxantina

Carotenoides de
synechococcus
sp. pcc7002
Carotenoides
residuais de
cenoura

de alginato (35,6%) do que nas emulsdes (29,5%).

A taxa de degradacao do B-caroteno desacelerou do terceiro até o
sétimo dia. Enquanto o [B-caroteno sem o material da parede
protetora se degrada rapidamente.

Quase 80% do B-caroteno foi liberado na liberacao in vitro.

A eficiéncia de encapsulamento foi de 48,46 + 0,82% e a carga de
bixina foi de 24,23 + 0,41 mg/g.

O potencial antioxidante dos carotenoides aumentou apés a
nanoencapsulacao (57-59%).

O extrato encapsulado apresentou degradacboes de ~34,00% a
~4.05% para compostos polifendlicos e ~20,0% para bixina,
respectivamente.

A eficiéncia de encapsulamento de carotenoides e 6leo acima de
52% e retencao de carotenoides e 6leo acima de 47%.

O ensaio da taxa de liberagao in vitro mostrou que mais de 90% da
fucoxantina encapsulada foi liberada no fluido intestinal simulado.

Eficiéncia de encapsulamento (%) entre 82,34 e 85,65. Atividade
de eliminacdo de radicais livres de nanoparticulas com
carotenoides foi maior do que as nanoparticulas livres.

O B-caroteno encapsulado por liofilizagdo apresentou a melhor
estabilidade oxidativa, e por spray drying apresentaram a menor
atividade de agua, teor de umidade e tamanho de particula.

(Jain; Winuprasith;
Suphantharika,
2020).

(Niu; Shao; Sun,
2020).

(Zhang et al., 2023).

(Figueiredo-Junior
et al., 2021).

(Louise et al., 2021).

(Quiroz et al., 2020).

(Luisa et al., 2020).

(Li et al., 2019).

(Wang et al., 2021).

(Seregelj et al.,
2021).
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Eficiéncia de encapsulamento de 78% de B-caroteno.

Em trés condicdes de pH (1,2, 6,8 e 7,4) teve liberacdo inicial
repentina de bixina seguida por uma liberacao controlada.

Alta protecao do licopeno contra as condigdes de (60 e 90 °C) e pH
(2,5¢€8).

80% dos carotenoides e 82% da capacidade antioxidante ficaram
retidos no p6é encapsulado em comparacdo ao 6leo. Durante 6
meses de armazenamento, o pd encapsulado apresentou maior
retencao de carotenoides que o éleo.

Protegeu o B-caroteno da degradacdo no armazenamento, cerca
de 94,3% a 25 °C e 70,1% a 37 °C foram retidos apdés um més de
armazenamento.

A astaxantina bruta foi quase totalmente degradada apdés 3 meses
a 40 °C. Nas melhores condicbes de armazenamento, as taxas de
degradacao foram de 12,4, 16,5 € 67,5%.
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(Kaur et al., 2021).

(Balakrishnan et al.,

2021).

(Sampaio et al.,
2019).

(Chuyen et al., 2019).

(Fu et al., 2019).

(Liu et al., 2019).
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Os hidrogéis, por sua vez tém se destacado em meio aos métodos de
microencapsulamento por ser uma técnica que utiliza temperaturas amenas,

relativamente de facil execucao e baixo custo.

3.2.1 Microencapsulamento por hidrogel

Os hidrogéis sado redes poliméricas tridimensionais formadas por
macromoléculas naturais, polimeros hidrofilicos. Comumente utilizados como
suporte e veiculo de entrega de biomateriais, os hidrogéis podem ser divididos de
acordo com o tipo de reticulacdo, sendo hidrogéis quimicos e fisicos. Hidrogéis
quimicos sao aqueles que possuem fortes ligacdes cruzadas (reticulacao) devido a
ligagdes covalentes. Em contraste, hidrogéis fisicos sdo aqueles formados a partir
de um emaranhado de cadeias, bem como interagdes fisicas resultantes de
interacdes ibnicas, hidrogénio, van der Waals e hidrofébicas (ABAEE;
MOHAMMADIAN; JAFARI, 2017; LIU; GARCIA, 2016; LIU et al., 2016; MILCOVICH
et al., 2017).

De acordo com alguns aspectos, os hidrogéis podem ser classificados como:
1) Fontes: Naturais ou sintéticas; 2) Composi¢cdo polimérica: Homopolimero,
copolimérico ou multipolimero; 3) Configuragdao: Amorfo, semicristalino ou cristalino;
4) Tipo de reticulacao: Reticulagcdo quimica ou fisica; 5) Aspecto fisico: Matriz, filme
ou microesfera; 6) Carga elétrica da rede elétrica: Eletrélito ndo ibnico (neutro),
idnico, anfotérico ou zwitteribnico (MOHAMED et al., 2017).

O interesse gradual na microencapsulacao por hidrogel esta relacionado
com a biocompatibilidade inerente a utilizacdo de biopolimeros, geralmente de
fontes naturais; praticidade de obtencdo, principalmente hidrogéis obtidos por
gelificacdo ibnica, que é uma técnica simples, com baixo custo de producgéo; e
versatilidade na aplicacao, principalmente quando se trata de microparticulas de
hidrogel que podem ser veiculos de compostos bioativos antioxidantes e colorantes,

como a bixina.



31

3.2.1.1 Gelificacao ibnica

A gelificacdo idnica € uma técnica simples e amplamente utilizada para a
formacao de microparticulas, e apresenta como vantagens baixo custo de produgéo,
sendo assim, ndo ha necessidade de equipamentos e aparatos complexos, além de
ser uma técnica que utiliza condicbes amenas (sem solventes organicos e altas
temperaturas) (COMUNIAN et al., 2017; DA SILVA CARVALHO et al., 2019). Na
técnica de gelificacdo ibnica, € possivel obter microparticulas por dois processos:

gelificagado interna e externa.

3.2.1.1.1 Gelificacao externa

Na gelificacao externa, também chamada de extrusdo, o composto bioativo
ou material do nucleo é homogeneizado em uma solugao polimérica (o polimero
mais utilizado é o alginato) e, em seguida, a solugdo resultante é gotejada
manualmente com uma seringa (ou atomizada com o auxilio de bombas
peristalticas) em uma solugao reticulante, geralmente cloreto de calcio (CaClz2). A
solucao reticulante pode conter elementos especificos como ions minerais, acidos,
bases ou enzimas que sdo capazes de promover o entrelagamento das cadeias do
biopolimero. A membrana encapsulante endurece na formacao de microparticulas
devido a substituicio de fons Na* na estrutura do alginato por ions Ca?*
(MCCLEMENTS, 2017; UYEN et al.,, 2020). Alguns fatores como a taxa de
gotejamento, a espessura do bocal ou agulha utilizada, bem como a distancia de
gueda da gota tém influéncia direta na configuracao final das microparticulas.

3.21.1.2 Gelificacao interna

O outro processo € a gelificacao interna, também chamada de emulsificacéo,
ocorre a partir de uma emulsao agua em éleo composta por uma solugao polimérica
(a grande maioria também utiliza o alginato), uma fonte lipidica (6leo vegetal),
carbonato de calcio, composto ativo que sera encapsulado e um acido orgéanico que,
quando em contato com a fase aquosa, reage com o carbonato de calcio causando
a formacao de ions célcio e acido carbbnico, sucedendo a gelificacdo (COOK et al.,
2012; HOLKEM et al., 2016).
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A escolha do material usado como encapsulante ou material de parede é
fundamental para a formacédo das microparticulas, bem como para todo 0 processo
até a aplicacdo. Uma série de biopolimeros tem sido utilizada para encapsulamento
e liberacdo direcionada de biocompédsitos, células e drogas. Nesse contexto,
materiais polissacarideos naturais tém destaque e estdo sendo amplamente
estudados, pois sao principalmente bicompativeis, biodegradaveis e mecanicamente
estaveis (YEGAPPAN et al.,, 2018). Dentre os materiais que tém demonstrado
efetividade no microencapsulamento na gelificacdo i6nica principalmente e que
foram escolhidos para a execussao dessa pesquisa sdo os polissacarideos, alginato,

carragenina, e a gelatina bovina.

3.2.1.2 Materiais poliméricos

No sistema de microencapsulamento, os materiais de encapsulamento ou
materiais de parede desempenham um papel primordial no envolvimento e protecao
do bioativo. Assim, a selecao desses materiais deve ser feita com base em critérios,
entre eles, a capacidade de proteger compostos bioativos, compatibilidade com a
matriz a ser incorporada, ser atdéxico (DELSHADI et al., 2020; GOMEZ-ESTACA et
al., 2018).

Existe uma diversidade de materiais que podem ser utilizados como agentes
microencapsulantes, como polimeros naturais (por exemplo, polissacarideos;
alginato, carragenina, quitosana, goma arabica, proteinas; gelatina), sintéticos ou
semissintéticos, como polietilenoglicol, polivinilpirrolidona, alcool polivinilico, dentre
outros. A escolha do material microencapsulante é fundamental para as
caracteristicas e propriedades das microparticulas resultantes do processo
(CARVALHO; ESTEVINHO; SANTOS, 2016; MOGOSANU; GRUMEZESCU, 2014).

A combinacdo de polimeros como proteinas e polissacarideos para a
elaboracao de novos sistemas de gel é atrativa e de grande valia, tendo em vista as
variadas formas de interacdes dos polissacarideos com as proteinas,
proporcionando de certa forma dominio sobre a liberagcdes dos géis (OZEL et al.,
2017).
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3.2.1.2.1 Alginato

O polissacarideo alginato pode ser extraido de uma ampla gama de fontes
de microalgas marinhas, acessiveis em areas costeiras de varios paises, e também
€ produzido pelas bactérias como, Azotobactervinelandii, Pseudomonas putida,
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens, entre outras (KARMAKAR et
al., 2022). As microalgas sdo microrganismos fotossintéticos vivos, unicelulares ou
multicelulares e representam um grupo amplo e diversificado quanto a origem,
morfologia e composicdo (CAETANO et al., 2022; MAHANA; GULIY; MEHTA, 2021).
As algas marinhas em geral sdo compostas por uma variedade de moléculas
interessantes como compostos polifendlicos, componentes minerais, além de
lipideos e proteinas (peptideos) (RUDKE; DE ANDRADE; FERREIRA, 2020). Para
obter um biopolimero com maior aplicabilidade, alguns métodos podem ser usados
para extrair macroalgas e, assim, obter alginato solivel em agua (COLEMAN et al.,
2011; LIN et al., 2019; VARAPRASAD et al., 2020).

A solubilidade em agua é uma propriedade interessante do alginato. O fato
de ser um polimero amplamente utilizado esta relacionado a algumas caracteristicas
importantes como: Biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo ser toxico, além da
capacidade gelificante, estabilidade em dispersdes e viscosidade. Esses aspectos
estdo diretamente ligados a configuracdo quimica do alginato (LIN et al., 2019;
VARAPRASAD et al., 2020).

Figura 6 - Estrutura quimica do alginato de sédio.
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Fonte: (UYEN et al., 2020).

O alginato é amplamente utilizado na producdo de particulas,

microparticulas, filmes, pois assemelha-se a estruturas de matrizes do tecido vivo,
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podendo ser facilmente aplicado na entrega de agentes bioativos dentre outros
compostos (CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017; LEE; MOONEY, 2012).

A capacidade de formacao de géis € um dos principais motivos do alginato
ser um dos ingredientes mais utilizados nessa fungcéo na industria alimenticia, sendo
incorporado em formulagdes para esse fim, um dos atributos fisicos mais explorados
do alginato. E essa capacidade tem sido utilizada também para o
microencapsulamento. A formacgéo do gel pode acontecer através da ligacao seletiva
de um cation multivalente ou através do processo de precipitacdo &acida
(MRUDULAKUMARI VASUDEVAN; LEE; LEE, 2021; SANCHEZ-BALLESTER,;
BATAILLE; SOULAIROL, 2021).

O processo de gelificagcdo do alginato € resultado de interacbes fortes e
especificas entre ions calcio e blocos de residuos de acido gulurdnico, ou seja, ha
uma ligacdo de cooperacao de cations bivalentes e as regides do bloco G (acido
gulurdnico). Ao adicionar ions de calcio ao alginato, duas cadeias (G) sao ligadas de
forma oposta. A partir desse alinhamento, forma-se uma estrutura em forma de
diamante que representa uma cavidade hidrofilica que se liga fortemente ao célcio,
que é o agente de reticulacdo mais utilizado para a formacado do alginato ibnico
(BRACCINI; PEREZ, 2001; CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017).

Ao formar o hidrogel, mecanismos como extrusdao podem ser aplicados para
obter microparticulas. Basicamente neste processo, o composto bioativo €
homogeneizado na solugédo de hidrogel (geralmente alginato, outros polimeros ou
blenda polimérica), e posteriormente esta mistura é gotejada em uma solucéo de
reticulacédo (solugéo de cloreto de calcio CaClz, geralmente) através de uma seringa
(UYEN et al.,, 2020). A Figura 7 apresenta 0 esquema para a obtencdo de
microparticulas por gelificacao idnica.
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Figura 7- Esquema de elaboragao de microparticulas de hidrogel com biopolimero como alginato de
sodio.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

A microencapsulacao de carotenoides como a bixina tem se mostrado um
método eficiente para aumentar a biodisponibilidade, bem como a absor¢ao, além de
fornecer estabilidade quimica durante todo o processamento e armazenamento
(ROLL ZIMMER; BARBOZA MENDONCA; ZAMBIAZI, 2022).

3.21.2.2 Carragenina

As carrageninas sao hidrocoléides de algas marinhas que diferem em
estrutura, propriedades quimicas e possibilidades de aplicacdo (SHAFIE et al.,
2022). De natureza estruturalmente linear, as carrageninas sao polissacarideos
hidrofilicos compostos por 3,6-anidrogalactose, sulfatados e nao sulfatados,
interligados por ligacdes glicosidicas intercaladas -(1,3) e -(1,4) resultantes de algas
vermelhas. As principais algas, Rhodophycae sp., como Euchema cottonii, E
spinosum e Chondrus crispus, produzem carragenina kappa, carragenina iota e
carragenina lambda, respectivamente. E pertinente observar que o cultivo de algas é
estritamente relacionado & sustentabilidade ambiental e pode ser utilizado nos
setores alimenticios. Cada tipo de carragenina obtida tem fung¢des diferentes, por
exemplo, a kappa-carragenina tem a capacidade de formar um gel duro com ions
potassio, a carragenina lambda é usada como espessante, enquanto a carragenina
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iota forma géis macios na presenca de ions calcio (HENNINK; VAN NOSTRUM,
2012; RAMDHAN et al., 2020; SHAFIE et al., 2022).

De acordo com as configuragdes estruturais referentes as unidades
repetidas de dissacarideos, existem seis tipos de carrageninas: Kappa (), lambda
(A), iota (1), nu (v), mu (u) e teta (B), com énfase no setor comercial para k, A € I-
carragenina (KHOTIMCHENKO et al., 2020).

Figura 8 - Estruturas quimicas das carrageninas.
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Fonte: Rhein-Knudsen, Ale, & Meyer, (2015).

No setor alimenticio, a carragenina é utilizada devido as suas caracteristicas
tecnologicas, como propriedades gelificantes, emulsificantes e estabilizantes;
caracteristicas essenciais na indlstria para atender a crescente demanda de
aplicacbes em alimentos, principalmente para melhorar a qualidade de produtos
lacteos, como doces, pudins e queijos (FREDIANSYAH, 2021; ZIA et al., 2017).
Neste trabalho foi utilizado a kappa-carragenina.

De um modo geral, a k-carragenina comercial € composta por cerca de 25%
de sulfato de éster e 34% de 3,6-anidro-galactose (ZIA et al.,, 2017). Entre as
caracteristicas e atributos da kappa-carragenina, a capacidade de formar um gel é a
principal e essencial (GEONZON et al., 2020) que torna este biopolimero uma opcao
de material encapsulante interessante.

O processo de gelificacao da kappa-carragenina ocorre apos o resfriamento

(abaixo de uma temperatura critica) induzindo uma mudanca na configuragdo das
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cadeias, ou seja, uma transicdo da forma de bobina aleatéria para hélice. Essa
mudanca ocorre em uma faixa de temperatura restrita, e quanto menor a
temperatura (dentro dessa faixa) maior a fracdo de hélice. A mesma natureza
conformacional dessas fracbes permite sua agregacdao, que quando em alta
concentracdo forma uma rede percolante (CHINH et al., 2022; NONO; NICOLAI;
DURAND, 2011).

Muitos estudos tém sido realizados para melhorar a encapsulagdo de
bioativos e solucionar algumas limitacées caracteristicas dos encapsulantes, e uma
das ferramentas utilizadas é a investigacdo de combinagdes poliméricas como
materiais de barreira. Aspectos como viscosidade e carga negativa favorecem a
escolha de géis feitos a partir da mistura de carragenina com outros polimeros e
também com polimeros com carga catibnica ou polieletrélito para serem utilizados
como revestimento de microcapsulas e posterior administracdo de compostos (LI et
al., 2014).

3.2.1.2.3 Gelatina

A gelatina é produzida a partir do colageno, no qual ocorre a desnaturagéao
das proteinas do colageno, resultando em uma modificacdo estrutural e
consequente perda da forma de barra e conformacgdes helicoidais (TYUFTIN;
KERRY, 2021). A gelatina pode ser obtida de diversas fontes, como pele de porco
(46%), couro bovino (29,4%) e ossos de porco e bovino (23,1%). Estruturalmente,
consiste em grupos amino livres e grupos carboxila. A gelatina tem alta solubilidade
em agua quente e durante a dissolucéo, a estrutura helicoidal sofre uma mudanca
para a estrutura em espiral. No resfriamento, ocorre 0 processo inverso, resultando
na formacao do gel. Existem dois tipos de gelatina, a gelatina tipo A, que é obtida a
partir do processo de extracdo acida, e a gelatina tipo B, obtida por extracao alcalina
(AHMAD et al., 2017; DUCONSEILLE et al., 2015; ROHMAN et al., 2020; SARIKA;
JAMES, 2016).
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Figura 9 - Estrutura quimica da gelatina.
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Fonte: Ranganathan; Balagangadharan; Selvamurugan, (2019).

O processo de gelificacdo ocorre através da forte ligacdo de hidrogénio entre
0s grupos carboxila e amino em sua estrutura. Como polianfélito com carga positiva
em pH abaixo de seu ponto isoelétrico e carga negativa em pH acima de seu ponto
isoelétrico, a gelatina permite a formacdo de um complexo polieletrélito com
polimeros catibnicos e anidnicos, dependendo do pH do meio. Além disso, o gel de
gelatina apresenta uma transicdo solucdo-gel em diferentes temperaturas, sendo,
portanto, um hidrogel reversivel.

A gelatina tem sido um material encapsulante amplamente utilizado para o
aprisionamento de substancias bioativas, como por exemplo, antocianinas, conforme
relatado por Ma et al. (2020) que usaram gelatina e quitosana como materiais de
parede no encapsulamento de antocianinas de mirtilo afim de verificar a degradacao
do leite e obteve 83,31% de eficiéncia no encapsulamento. Outros componentes
como carotenoides e curcumina foram estudados por Sarika; James, (2016) que
encapsularam a curcumina usando gelatina e alginato de sbédio e obtiveram
nanoparticulas com eficiéncia de encapsulamento de 69%, enquanto Li et al. (2019)
encontraram 90% na liberagéo intestinal de fucoxantina encapsulada com gelatina,
acacia e alginato.

Os hidrogéis de gelatina sdao biocompativeis, biodegradaveis, ndo téxicos
(WANG et al., 2022b), caracteristicas relevantes como essas tornam esses hidrogéis
potenciais opc¢oes para aplicacdo em diferentes areas e principalmente no setor
alimenticio.

O uso da gelatina como biomaterial tem sido recorrente e apresenta

vantagens devido a alguns aspectos, inclusive por ser de origem natural e, portanto,
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ser economicamente viavel (RANGANATHAN; BALAGANGADHARAN;
SELVAMURUGAN, 2019).

Esses fatores proporcionam avangos na producdo de matrizes a base de
gelatina, possibilitando oportunidades para o desenvolvimento de sistemas de
liberacao controlada, como as microparticulas de hidrogel de gelatina, evidenciando
a capacidade de ser um veiculo de entrega de varios componentes, como bioativos
(RANGANATHAN; BALAGANGADHARAN; SELVAMURUGAN, 2019; ALEMDAR,
2016; BUIE; MCCUNE; COSGRIFF-HERNANDEZ, 2020).

3.3 MECANISMO DE LIBERACAO

O encapsulamento de bioativos geralmente tem a finalidade de direcionar,
de forma controlada, a liberacdo dos mesmos especificamente no trato
gastrointestinal. Para componentes bioativos protegidos em particulas de hidrogel,
como carotenoides, recomenda-se que a liberacdo ocorra na regido do intestino
delgado, pois nesta regido sao solubilizados em sais gastrointestinais e sdo mais
biodisponiveis para absorcao (YANG et al., 2022).

Assim como a selecdo dos biopolimeros, a escolha da técnica de
encapsulamento a ser utilizada, é fundamental ter um entendimento de como ocorre
0 processo de liberagdo, os mecanismos pelos quais o principio ativo € liberado.
Segundo Li et al. (2022) a liberacao de bioativos de sistemas encapsulados ocorre
por meio de quatro mecanismos principais; difusdo, erosao, inchaco/encolhimento e
fragmentacao.

O mecanismo de difusdo € o mais comum no processo de liberagdo.
Corresponde a transferéncia de massa do ingrediente ativo (molécula) de um
material semipermeavel da concentragdo mais concentrada para a menos
concentrada. Alguns fatores como pH, temperatura, tamanho das moléculas,
propriedades dos polimeros utilizados, interacbes solvente-polimero influenciam
diretamente na liberacdo do composto ativo (SABAGHI et al., 2022; SAQIB et al.,
2022).

Ja no mecanismo de erosao, dois possiveis eventos podem ocorrer devido a
fatores quimicos, fisicos ou enzimaticos, sdo eles: a erosao superficial, em que o
desgaste do veiculo de entrega, ou seja da microparticula é observado apenas na
regiao externa e erosao de massa que atinge toda a particula. Neste caso, quando o
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fluido entra em contato, provoca quebras de ligacdes e o transporte do componente
encapsulado para o liquido. A taxa de erosao esta diretamente relacionada ao peso
molecular, processo de gelificacdo, além da estabilidade fisico-quimica da matriz
(BOOSTANI; JAFARI, 2021; SAQIB et al 2022).

No mecanismo de inchamento, a liberacdo ocorre devido a absorcao de
liguido na particula que causa o inchamento e o composto bioativo se difunde quase
que exclusivamente por difusdo. A porosidade do sistema influencia a liberacéo,
como matrizes porosas ou microporosas, que ao inchar, ocorre 0 aumento dos
poros, difundindo os compostos do nucleo (SABAGHI et al., 2022; SAQIB et al.,
2022).

No caso do mecanismo de fragmentagdo, a liberacao do bioativo ocorre
devido a ruptura fisica da particula, que é resultante da compressao ou da forca de

cisalhamento imposta ao sistema (SAQIB et al., 2022).

3.4 APLICAGCAO DE MICROPARTICULAS DE HIDROGEL EM ALIMENTOS

A aplicacdo de bioativos como a bixina em uma matriz alimenticia é
precedida de algumas etapas que sao fundamentais. No caso de bioativos
encapsulados, ap6s o processo de escolha da técnica, bem como dos materiais, a
formulacéo e posterior obtencdo, as microparticulas necessitam passar por analises
e caracterizacbes quanto a morfologia, estabilidade quimica e desempenho na
liberagdo. ApOs incorporagdo das microparticulas na matriz alimenticia, é
interessante o estudo e a avaliacdo de fatores como a estabilidade dos
componentes microencapsulados durante o processamento, se sofre degradacao
frente a temperatura, luz, no armazenamento, bem como a liberagdo e
biodisponibilidade no organismo (DELFANIAN; SAHARI, 2020).

Quando incorporados aos alimentos, os carotenoides podem potencializar a
atividade antioxidante da matriz alimentar e, ainda, contribuir por meio da coloracao
para atributos sensoriais (TIWARI; YAWALE; UPADHYAY, 2022). Seregelj et al.
(2021) encapsularam carotenoides extraidos de residuo de cenoura, utilizando
técnica de extrusdo e alginato como biopolimero. As microparticulas obtidas (em
duas concentragées, 2,5 e 5 g/100 g) apresentaram uma eficiéncia de encapsulacéao

de 72% e foram incorporadas ao iogurte. Os resultados demonstraram a capacidade



41

antioxidante dos carotenoides encapsulados de 9,36 umol TE/180 g de iogurte com
poder redutor de 3,11 umol TE/180 g de iogurte.

De Campo et al. (2019) produziram nanoparticulas e nanoemulsdo de
zeaxantina para incorporacdo também em iogurte. Algumas caracterizagdes do
iogurte foram realizadas durante 28 dias de armazenamento, dentre elas, analise de
pH, acidez titulavel, textura, entre outros. Ap6s o tempo de armazenamento, a
retencdo de zeaxantina nas nanoemulsées foi de 16,84 = 0,53% e (22,31 = 2,53%)
nas nanoparticulas. Observou-se também que nos dias 21 e 28 a formulacao
controle apresentou maior percentual de acido latico. Esse resultado indica que a
adicao de zeaxantina ao iogurte proporcionou menor acidez, aumentando a vida de
prateleira.

Ursache et al. (2018) encapsularam carotenoides do extrato de espinheiro
maritimo (Hippophae rhamnoides L.) em biopolimeros de isolado de proteina de soro
de leite e goma usando coacervacgao e liofilizagao para incorporagdo em muffins. Os
resultados obtidos mostraram que a eficiéncia de encapsulamento (EE) foi de 56,16
t 1,24%. O extrato apresentou um teor de carotenoides totais de 2,82 + 0,17 mg/g
PS, com atividade antioxidante de 548,00 + 0,23 umol Trolox/g PS. A formulacdo de
muffins com a adicdo dos carotenoides encapsulados apresentou um teor de
carotenoides totais de 2,42 £ 1,29 mg/100 g peso seco e uma atividade antioxidante
correspondente de 293,90 £+ 2,07 uM Trolox/g peso seco.

Sampaio et al. (2019) desenvolveram microparticulas de licopeno
encapsuladas, usando alginato e pectina como material polimérico. As
microparticulas (Umidas e secas) foram submetidas a processos térmicos e
diferentes pHs (2, 5 e 8). Como resultados, obtiveram eficiéncia de encapsulamento
em torno de 100%. Todas as microparticulas foram estaveis em temperaturas (60 e
90 °C). As microparticulas umidas mantiveram uma retencao de 29% (alginato) e as
microparticulas secas cerca de 21% (pectina) por 60 dias. Além disso, as
microparticulas secas atingiram mais de 80% de retencao de licopeno.

3.4.1 Barra de cereal

A mudanca no estilo de vida do consumidor tem impulsionado o
desenvolvimento de alimentos e lanches rapidos, praticos, acessiveis que demande

pouco tempo de preparo. Os alimentos considerados como lanches, dentre eles,
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biscoito, pipocas e barras de cereais, s&o consumidos como refei¢cdes realizadas
nos intervalos das refeicobes mais importantes do dia (MARTINS; ALVES;
PINHEIRO, 2021).

Uma das op¢des mais utilizadas como lanche séo as barras de cereais que
€ um produto obtido a partir da mistura de cereais secos com outros ingredientes. A
aveia € um cereal predominante na maioria das composicdes das barras. Além
disso, barras de cereais podem ser adicionadas de varios outros ingredientes como,
frutas desidratadas, castanhas, nozes, améndoas, sementes, dentre outros
ingredientes. A elaboracdo de barras de cereais parte da premissa da necessidade
de se ter no mercado um produto de valor nutricional consideravel, que supra a
expectativa de ser saboroso e agradavel sensorialmente (DA SILVA; SOBRINHO;
CEREDA, 2013; EKE-EJIOFOR; OKOYE, 2018).

O elevado consumo das barras de cereais se consolida a cada dia devido a
praticidade de ser nutritivo, de facil transporte que se adéqua as realidades de
consumidores com muitos compromissos e consequentemente com pouco tempo
para preparar refeicbes mais elaboradas, mas que ndo abrem mao de se
alimentarem bem e priorizam a busca por uma alimentacdo com alimentos mais
saudaveis (DE MELO et al., 2019).

A formulagcdo de barras de cereais € feita mediante a combinacdo de
ingredientes e essa combinagdo deve refletir nos atributos sensoriais como,
aparéncia, textura, cor, sabor, que sdo aspectos importantes, geralmente requeridos
pela demanda dos consumidores (DAMASCENO, 2016;
SAMAKRADHAMRONGTHAI; JANNU; RENALDI, 2021).

A tendéncia de substituir o consumo de alimentos sem valor nutricional como
doces, sobremesas e guloseimas, por alimentos mais nutritivos, agrega ainda mais
valor as barras de cereais e permite a variabilidade na composicdo das barras,
sendo possivel a producao de barras tanto doces, como salgadas, barras com maior
conteudo proteicos, outras com maior quantidade de fibras, frutas secas, tornando-
se importantes meios para o consumo de ingredientes bioativos e nutritivos (DA
SILVA et al., 2016).

De Barros Vinhal et al. (2022) elaboraram barras de cereais com adicédo de
Murici (Byrsonima verbascifolia) desidratado que € um fruto rico em carotenoides. Os
resultados mostraram a presenca de dois carotenoides principalmente, a luteina e o

B-caroteno. As barras de cereais foram produzidas com diferentes quantidades de
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Murici e a concentracao de carotenoides foi maior conforme 0 aumento da fruta nas
barras de cereais variando de 0,659 + 0,060 a 1,294 + 0,110 pg de 3-caroteno/q).
Muniz et al. (2020) reaproveitaram as cascas de goiaba e o bagacgo de caju
(oriundos do processamento industrial) e submeteram esses subprodutos a
fermentacao solida e posteriormente elaboraram as barras de cereais com esses
residuos fermentados ricos em fibras. Os resultados obtidos demonstraram que a
fermentacao em estado sélido proporcionou um aumento de até 11 vezes no teor de
proteina de ambos os subprodutos. O aumento do teor de fibras com a adicao dos
residuos fermentados influenciou diretamente na textura das barras, resultando em
barra com maior dureza e coesao em todas as formulacdes. Além disso, todas as
formulacbes de barras revelaram estabilidade composicional durante o periodo de

armazenamento de 28 dias.
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4 MATERIAL E METODOS

O desenvolvimento desta pesquisa foi realizado no Laboratério de
Propriedades Fisicas de Alimentos (PROFI) do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos (EQA) da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC).

4.1 MATERIAL

As sementes de urucum foram obtidas no mercado central de
Florian6polis/SC/Brasil. O Alginato de sodio (Scientific Exodus, Brasil), a gelatina
bovina tipo B: bloom 250 (Gelnex, It4, Santa Catarina, Brasil) e a carragenina
comercial (Florianépolis, Brasil) foram utilizados como agentes encapsulantes. O
cloreto de célcio (Vetec, Brasil) foi utilizado como reticulante. Agua destilada e etanol
(299,6%, NEON) foram usados como solventes. ABTS (2,2 Azino bis (acido 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) sal de diaménio) (=298%), Trolox - (+) -6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametil-cromano-2-acido carboxilico (97%), Folin & Ciocalteu (2 N) reagente fenol
e acido galico adquiridos da SIGMA-ALDRICH, carbonato de sédio (299,5%, NEON)
e persulfato de potassio (299,0%, NEON). Além das enzimas, a-amilase salivar
(Sigma-Aldrich A1031), pepsina suina (Sigma-Aldrich P7012), pancreatina (Sigma-
Aldrich P7545), sais biliares (Sigma-Aldrich B3883) para testes de digestibilidade.
Todos os outros reagentes eram de grau analitico.

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencao do extrato com bixina

O extrato etandlico da bixina foi obtido das sementes de urucum de acordo
com Monge Neto et al. (2021), com adaptacdées. Na extracdo sélido-liquido, as
sementes de urucum foram misturadas com etanol na proporcdo de 1:4 (m/v e
concentracdo de 250 mg/mL) seguido de agitagdo por 30 min para obtencédo dos
extrato. Decorrido o tempo, a solucéo foi transferida para um funil de porcelana e
com um filtro de papel foi filtrada a vacuo.

Por fim, o extrato obtido foi acondicionado em frascos de vidro ambar,
armazenados (a -18 °C), protegido da luz até posteriores analises.
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4.2.2 Caracterizacao do extrato

4.2.2.1 Atividade Antioxidante (ABTS)

A atividade antioxidante do extrato de bixina foi determinada pelo método
ABTS realizada segundo a metodologia de Arriola et al. (2019), Re et al. (1999), e
Zhang et al. (2015). O extrato (30 ulL) foi adicionado em um tubo de ensaio e reagiu
com a solucdo de ABTS (8 mL) na auséncia de luz por 6 min. Em seguida, a
absorbancia da solucdo foi medida a 734 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis
(Quimis, Q898U2M5, Brasil) e a solucdo de etanol foi usada como branco. Os
resultados obtidos foram expressos em pmol trolox/g de semente de urucum em
base seca.

4.2.2.2 Compostos fendlicos

Os Compostos fendlicos totais (FT) do extrato foram determinados pelo
método de Folin-Ciocalteu de acordo com Singleton; Rossi Jr.; Rossi J A Jr. (1965),
com modificagées. Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,1 mL de extrato de bixina
diluido (1:1 v/v), 7,9 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (2
N). Apos reagir por 3 minutos adicionou-se 1,5 mL de solugdo de Na2COs (20 %
m/v). A mistura ficou reagindo em ambiente com auséncia de luz por 120 minutos e
a absorbancia foi medida a 760 nm. Uma curva padrao foi preparada com acido
gélico (AG) 100-750 mg/L (Y = 0,0011 x + 0,0548 / R? = 0,99), expressando 0s
resultados em mg AG / g de semente de urucum.

4.2.2.3 Quantificagcdo de bixina

A quantificacao de bixina foi feita por espectrofotometria visivel com curva
padrao de bixina (sigma 6983-79-5). O Extrato etandlico de urucum foi diluido em
acetonitrila-metanol (1:1 v/v) de acordo com Curi-Borda et al. (2021) com
adaptacoes. Posteriormente foi transferido para microplaca de 96 poc¢o para a leitura
a 470 nm em Multileitora Infinite M200 TECAN.
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4224 Cor

Os parametros de cor dos extratos de bixina, foram obtidos por imagem, de
acordo com a metodologia descrita por Cardenas-Pérez et al. (2017). Para a
obtencéo dos dados foi utilizado um sistema de visdo computacional, composto pelo
software ImagedJv 1.6.0 (National Institutes of Health, Bethesda, EUA) com o plug-in
Color Space Converter, (que converte as cores do sistema RGB para o escala
CIELab) e uma camera (Nikon D5500, Nikon Corporation, Japao) para capturar as

*

imagens das amostras. No sistema de cores, os parametros “a*” expressam o grau
de variacao entre vermelho e verde (a* positivo = vermelho, a* negativo = verde), o
“b*”, o grau de variagao entre azul e verde. O amarelo (b* positivo = amarelo, b*
negativo = azul) e a coordenada “L*” expressam o grau de luminosidade da cor
medida (L* = 0 (preto) a 100 (branco)). O croma (C*), que expressa o grau de
intensidade ou saturacao da cor (Eqg. 1), e o angulo de matiz (°Hue), que representa

a tonalidade da cor (Eq. 2), foram calculados (PEREZ-MONTERROZA et al., 2018).
C = ((@) + (b?)"? (1)
°Hue = arctg (b/a) (2)

4.3 ENCAPSULAMENTO DO EXTRATO DE BIXINA

Para obter o extrato de bixina encapsulado, as microparticulas foram
preparadas seguindo a metodologia descrita por Arijana Bus$i¢ (2018) com
adaptacgdes. Para o material de parede foi utilizado alginato e duas combinacdes de
polimeros: polissacarideo-polissacarideo usando alginato com carragenina (ACG) e
polissacarideo-proteina, usando alginato com gelatina (AG). O encapsulamento do
extrato de bixina foi realizado pela técnica de gelificacao ibnica. Solucbes aquosas
de alginato (2% m/v) e dos demais biopolimeros, carragenina (CG-1,5%) e gelatina
(G-20%) foram preparadas sob agitacdo magnética a temperatura ambiente (25 °C)
até a completa dissolugdo. Em seguida, os biopolimeros foram misturados na
proporcdo massica de 80:20 (m/m) nas combinag¢des descritas, (a escolha dos

materiais, bem como das propor¢cdes e combinagdes utilizadas foram obtidas
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mediante testes preliminares) sequencialmente a solugdo foi agitada para
homogeneizacao e adicionado 5 mL de extrato de bixina. Solu¢des de hidrogel com
extrato de bixina foram agitadas em agitador magnético a 40 °C por 30 min (é
importante destacar que segundo Ashraf et al. (2023), a temperatura de degradacgéao
da bixina é 200 °C). As solugdes foram submetidas a um banho de ultrassom por 15
min para remog¢do das bolhas formadas no processo de agitacao.
Subsequentemente, as solugdes de hidrogel (25 mL) de bixina foram gotejadas
usando uma seringa de 10 mL na solugcédo aquosa de reticulagdo de cloreto de célcio
(3%) sob agitacdo magnética constante (250 rpm). Apds gotejamento, as
microparticulas foram agitadas por 30 min para completa reticulagdo. As
microparticulas foram filtradas em peneira metalica e lavadas com agua destilada
para remover o excesso de reticulante da superficie. O mesmo procedimento foi
realizado para o controle (sem extrato de bixina). Posteriormente, as microparticulas
foram submetidas a dois processos de secagem: secagem em estufa a vacuo por 6h
a 40 °C e liofilizacao (liofilizador modelo L101, Liobras, Brasil), por 48h a -55 °C e
pressao em torno de 53 pHg.

4.3.1 Caracterizacao das microparticulas

4.3.1.1 Determinagdo de umidade e Atividade de agua (ay,)

A umidade das microparticulas umidas, secas em estufa e liofilizadas foi
determinada pelo método gravimétrico em estufa sob vacuo (TECNAL, modelo TE-
395, Piracicaba, Brasil) a 70 °C (A.O.A.C, 2018). A atividade de agua das amostras
foi determinada em higrometro digital (Aqualab Modelo - Series 3 TE, Decagon
Devices, Inc., Pullman, EUA), a 25 °C. As analises foram realizadas em triplicata.

4.3.1.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As propriedades térmicas dos extratos de bixina, biopolimeros encapsulantes
e microparticulas secas em estufa e liofilizadas foram analisadas por Calorimetria de
Varredura Diferencial (DSC, na Central de Andlise do Departamento de Engenharia
Quimica e Engenharia de Alimentos-EQA/UFSC), utilizando um calorimetro, Perkin-
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Elmer, Jade (Massachusetts, EUA) equipado com um sistema 2P Intracooler,
usando gas de arraste de nitrogénio (N2) com fluxo de 45 mL/min, previamente
calibrado com indio e Zinco. Aproximadamente 5,0 mg de amostra foram colocados
em recipientes de aluminio hermeticamente fechados, pesados em balanca analitica
(Shimadzu, AY220, Filipinas). Os termogramas das amostras foram obtidos em uma
faixa de temperatura de -30 a 350 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min.

4.3.1.3 Difragcdo de Raios X (DRX)

Os difratogramas dos biopolimeros e microparticulas secas em estufa e
liofilizadas foram obtidos por difracdo de raios X, de acordo com Pizon-Gracia et al.
(2018) e Fontenele et al. (2018), com modificagcdes, usando um difratdmetro de raios
X, Rigaku MiniFlex600 DRX, no Laboratério Interdisciplinar para o Desenvolvimento
de Nanoestruturas (LINDEN), no Departamento de Engenharia Quimica e
Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Santa Catarina (EQA/UFSC).
Os padroes de DRX foram registrados a temperatura ambiente (25 °C) na faixa de
dispersado de 10° <26 <80° a uma taxa de varredura de 0,05°s .

4.3.1.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os grupos funcionais presentes nos biopolimeros e nas microparticulas
secas em estufa e liofilizadas foram determinados pela técnica de Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), de acordo com Monge Neto et al.
(2021). As amostras foram introduzidas em pastilhas de brometo de potassio (KBr) e
analisadas com espectros de infravermelho em um intervalo de 4000 a 400 cm™ no
espectrémetro, modelo Agilent Technologies — Cary 660 FTIR, localizado na Central
de Andlises do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (EQA-UFSC).

4.3.1.5 Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

A eficiéncia de encapsulamento foi realizada de acordo com Wang et al.
(2019). Para a determinacao da eficiéncia, 10 mg de microparticulas umidas foram
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maceradas usando um pistdo em um almofariz, e aproximadamente 2 mL de
solvente acetonitrila-metanol (1:1) foi adicionado. Apds a maceragao, adicionou-se 1
mL do mesmo solvente e homogeneizou-se manualmente e depois filtrou-se. O
procedimento foi repetido utilizando o volume restante para extrair o pigmento total
das microparticulas. A quantidade de bixina foi determinada por espectrofotdmetro
UV-vis a 470 nm usando uma curva de absorbancia UV padrao para bixina. A
eficiéncia de encapsulamento foi calculada usando a seguinte equacéo.

Concentracio de bixina extraida das micropartancapsulamento
EE (%) = : E E X100 (3)

Concentracgio de bixina inicial nas microparticulas

4.3.1.6 Morfologia

A morfologia das microparticulas de hidrogel secas em estufa e liofilizadas
foi avaliada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de acordo com Quiroz et
al. (2020), utilizando microscopio eletrénico de varredura (JEOL, JSM-6390LV,
Japao) com sensor de elétrons secundarios retroespalhados localizado no
Laboratério Central de Microscopia Eletrébnica da Universidade Federal de Santa
Catarina (LCME/UFSC). As microparticulas foram fixadas em um suporte metalico
(stubs) e posteriormente recobertas por uma fina camada de ouro em um recobridor
- aniénico de ouro (LEICA, EM SCD500, Germany) com uma tensao de aceleracao
de 15 kV.

4.3.1.7 Cor

Os parametros de cor das microparticulas Umidas, secas em estufa e
liofilizadas foram obtidos por imagem, de acordo com a metodologia descrita item
4.3.1.4.

4.3.1.8 Digestibilidade in vitro das microparticulas com bixina

As microparticulas de bixina obtidas utilizando materiais de parede (alginato,
alginato-gelatina e alginato-carragenina) foram avaliadas quanto a digestibilidade. A

simulacdo gastrointestinal in vitro de microparticulas Umidas, secas em estufa e
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liofilizadas seguiu o protocolo descrito por Brodkorb et al. (2019), que simulam
condicOes tipicas na boca (fase oral), estbmago (fase gastrica) e intestino (fase
intestinal) sequencialmente.

Fase oral: Inicialmente 5 g de microparticulas foram adicionadas de 1:1 (m/v)
de Fluido Salivar Simulado (SSF) (Tabela 3) e solucao de a-amilase salivar humana
(75 U mL"', Sigma-Aldrich A1031). A mistura resultante foi ajustada (pH 7) e
incubada em banho maria a 37 °C com agitacéo (180 rpm) durante 2 min.

Fase gastrica: A mistura proveniente da fase oral, também chamada de bolo
oral foi misturado com 1:1 (v/v) de Fluido Géstrico Simulado (SGF) (Tabela 3) pré-
aquecido a 37 °C. HCI 1 M foi utilizado para ajustar o pH para 3,0. Em seguida,
adicionou-se solucado de pepsina suina (2.000 U/mL, Sigma-Aldrich P7012). As
amostras foram incubadas novamente a 37 °C em banho maria, por 2h sob agitacao
de 100 rpm.

Fase intestinal: Na fase intestinal, foi adicionado ao quimo gastrico 1:1 (v/v)
de Fluido de simulagao intestinal (SIF) (Tabela 3) (previamente aquecido em banho-
maria a 37 °C) contendo pancreatina (100 U/mL baseada na atividade da tripsina,
Sigma-Aldrich P7545) e sais biliares (10 mM, Sigma-Aldrich B3883). O pH foi
ajustado para 7,0 com a adicao de NaOH 1 M. A solucao foi entdo agitada a 100
rom, 37 °C por 2 h. As amostras resultantes de cada etapa da simulacao foram
coletadas e armazenadas a -18 °C. Posteriormente foram centrifugadas (4.677 g por
15 min, Kasvi, Brasil) para separacdo da parte sélida do sobrenadante e, em
seguida, filtradas em filtro de membrana de 0,22 um. O sobrenadante foi diluido (1:1)
com solvente acetonitrila-metanol (1:1) e analisado espectrofotometricamente para
determinar o teor de bixina liberada das microparticulas em cada fase usando uma
curva padrdo de bixina. A bioacessibilidade da bixina nas microparticulas, foi

calculada de acordo com a Equagéo:
Bioacessibilidade (%) = X 100
i

Onde n, € o conteudo quantificado apds cada etapa da simulagéo, e n; € o

conteudo quantificado antes da simulagao (inicial).
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Tabela 3 - Concentracdes dos fluidos utilizados nas etapas de simulacdo gastrointestinal.
Concentragdes (mM)

SSFpH 7 SGF pH 3 SIFpH 7

KCI 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 3,7 0,9 0,8
NaHCOs 13,6 25 85

NaCl - 47,2 38,4
MgCl2(H20)e 0,15 0,12 0,33
(NH4)2COs 0,06 0,5 -

HCI 1,1 15,6 8,4
CaClz(H20)2 1,5 0,15 0,6

SSF: Fluido salivar simulado; SGF: Fluido gastrico simulado; SIF: Fluido

intestinal simulado

4.3.1.9 Estabilidade a Luz

O efeito da luz na estabilidade da microparticula selecionada para aplicacao
(AGbL) foi realizada de acordo com Monge Neto et al. (2021). Em uma camara (45
cm x 30 cm), aproximadamente 1 g da microparticula foi exposto a 10 cm de
lampada halégena (25 W, branca, kian CFL Reta, China) durante 21 dias a 20 °C.
Para a quantificagdo da bixina, 10 mg de microparticulas de bixina mantidas sob
exposicao a luz em tubos de ensaio foram suspensas em 3 mL de agua destilada e
mantidas em banho ultrassénico por 40 min. Apds este processo, 5 mL de solvente
(acetonitrila-metanol 1:1) foram adicionados a cada uma das amostras,
posteriormente agitadas e centrifugadas (4.677 g por 5 min). Os sobrenadantes
foram colocados de lado, 5 ml de solvente foram adicionados novamente ao
precipitado e o procedimento foi repetido. Ambos os sobrenadantes de lavagem
foram homogeneizados e analisados a 470 nm no espectrofotobmetro. Os valores de
absorbancia obtidos foram comparados com uma curva padrao de bixina construida.
A quantificagé@o da bixina foi realizada nos dias 0, 3, 5, 10, 15 e 21 em triplicata.
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4.4  APLICACAO DE MICROPARTICULAS DE BIXINA EM BARRAS DE
CEREAIS

As barras de cereais controle (BC), barra com extrato (BEX) e barra com
microparticula (BMP) foram formuladas de acordo com Muniz et al. (2020) com
modificacdes. Os ingredientes secos (flocos de aveia, uvas passas, flocos de arroz e
microparticulas de bixina) foram misturados aos ingredientes liquidos (mel e 6leo de
coco). O mel e o 6leo de coco foram aquecidos em panela antiaderente até atingir
80° Brix para evaporar a dgua, em seguida foram adicionados os ingredientes secos.
Na barra de BMP foram adicionados 2% das microparticulas juntamente com os
ingredientes secos. Na barra com extrato, o extrato de bixina (quantidade (em @)
correspondente a 2% de microparticula, conforme a Tabela 4, foi adicionado aos
ingredientes liquidos. A mistura foi entdo aquecida a 70 °C por 10 min. Em seguida,
o conteudo foi espalhado em uma bandeja (forma) de aluminio (27 X 10 x 5,5 cm)
protegida com papel manteiga, resfriada a temperatura ambiente por duas horas, em
seguida cortada em porcdées (10 cm x 3,3 cm) e armazenada em embalagem
laminada, sob refrigeracdo, até posteriores andlises. Na Tabela 4 estdo
apresentadas os ingredientes das formulacdes para cada barra de cereal.

Tabela 4 - Ingredientes utilizados na preparacao das formulagdes das barras controle, com extrato e
com microparticulas (200 g).

Formulacoes

Ingredientes

BC BEX BMP
Mel 82¢g 82¢g 82¢g
Oleo de coco 49 49 49
Aveia em flocos 50 ¢ 50 ¢ 48 g
Flocos de arroz 42 ¢ 42 ¢ 40 ¢
Uva passa 22 g 22 g 22 g
Extrato - 14,59 -
Microparticula - - 49

4.4.1 Caracterizacao das Barras de Cereais
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4.4.1.1 Determinac&o de cinzas

A determinagdo de cinzas das trés formulacées de barras de cereais foi
realizada de acordo com Muniz et al. (2020), com modifica¢ées, utilizando-se uma
mufla. Nessa analise, 5 g de amostras foram carbonizadas e incineradas em mufla a

550 °C durante aproximadamente 12h.

4.4.1.2 Determinacdo de umidade e atividade de agua

A umidade e a atividade de agua das barras de cereais foram realizadas de
acordo com a metodologia descrita no item 4.4.1.1.

4.4.1.3 Analise Instrumental de Perfil de Textura (TPA)

As barras de cereais foram analisadas quanto a textura instrumental para
obter parametros como dureza, coesividade, elasticidade e mastigabilidade usando
um texturébmetro (TA.HD.plus Texture Analyzer, Stable Micro Systems) de acordo
com Lasta et al. (2021) e Samakradhamrongtha et al. (2021). Uma sonda cilindrica
(sonda cilindrica com 35 mm de diametro) com velocidade de pré-teste e pds-teste
de 1 mm s, tempo de penetracédo de 20 s e distancia de penetragdo de 10 mm. No
teste de forga de cisalhamento foi utilizada uma sonda (V- cut probe) com preé-teste,
pos-teste e velocidade de compressdo de: 1 mm/s, 1 mm/s e 2 mm/s,
respectivamente. A distancia de penetracao foi de 30 mm, com tempo de 80 s. As
barras de cereais foram preparadas em porcoes de (2,5 x 2,5 cm). Os testes foram
realizados na Central de Analise (EQA-UFSC), utilizando 10 repeti¢cdes, sendo
realizado em triplicata.

4.4.1.4 Determinagdo do teor de bixina nas barras de cereais em solvente

organico

A determinacdo do teor de bixina nas barras BEX e BMP foi realizada de
acordo com a metodologia de Samakradhamrongthai et al. (2021) com algumas

modificacées. Uma porcdo da amostra (1 g) de barra de cereal foi marcerada em
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almofariz com auxilio de pistdo, posteriormente foi adicionado 5 mL de solvente
acetonitrila-metanol (1:1) e transferida para um tubo falcon de 10 mL. Ap6s 1 h em
repouso e na auséncia de luz para extracao, o conteudo foi novamente macerado e
parte do liquido foi filtrada em papel Whatman n® 1. Em seguida, 2,5 mL do solvente
foram adicionados ao conteudo no almofariz e completamente filtrados. Os 2,5 mL
restantes (10 mL no total) foram usados para lavar o recipiente e remover quaisquer
vestigios de cor do conteudo da barra do recipiente. Apés a filtracdo, os fluidos
extraidos foram submetidos a anélise espectrofotométrica a 470 nm e a bixina foi

quantificada usando uma curva padrao.

4.4.1.5 Digestibilidade das barras de cereais

A digestibilidade das barras de cereais foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita para determinacédo da digestibilidade das microparticulas, no
item 4.3.1.8.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente utilizando o software
Statistica 12.0 (StatSoft, Tulsa, Estados Unidos), por meio de analise de variancia
(ANOVA). A comparacao multipla das médias foi realizada pelo teste de Tukey, com
nivel de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 CARACTERIZACAO DO EXTRATO

A atividade antioxidante, os compostos fenodlicos e os parametros de cor L*,
a* e b do extrato sdo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Atividade antioxidante, compostos fendlicos e andlise de cor do extrato.

Analises Extrato

Atividade antioxidante-

ABTS (umol TROLOX/g 17,09 2,03
semente)
Compostos Fendlicos 279 +0,42
(mg acido galico/g semente)

Bixina (mg/g semente) 6,24 £ 0,16
Cor L 32,34 + 1,08
a 50,04 + 1,53
b 42,28 + 2,30

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

O teor de compostos fendlicos do extrato etandlico de urucum foi 2,53 vezes
maior do que o relatado por Cardarelli; Benassi; Mercadante (2008), que relatou 1,10
+ 0,07 mg de acido galico /g de sementes secas em extrato etandlico obtido em
banho ultrassénico. Também foi 8,13 vezes maior do que o descrito por Quiroz et al.
(2019), que obteve 0,343 £ 0,003 (mg de acido galico/g de semente) em seu extrato
etandlico obtido. Por outro lado, foi semelhante ao extrato registrado por Quiroz et al.
(2019) da extracao assistida por micro-ondas (MAE), que foi de 3,078 = 0,012 (mg
de acido galico/g de semente).

Em relacdo a atividade antioxidante do extrato etandlico para o radical
ABTS, os resultados obtidos foram inferiores aos relatados por Quiroz et al. (2019) -
174 M de extrato de Trolox/L. O teor obtido de bixina nessa pesquisa foi de 6,2 mg
de bixina/g de semente. Chisté et al. (2011) utilizando a técnica de ultrassom com
acetona:metanol:agua como solvente relataram extratos com teor de 14,1+1,9 mg de
bixina/g. Assim, essas variagdes (compostos fenodlicos e atividade antioxidante)

devem-se provavelmente as diferencas nas condicbes da agricultura como



56

composicao do solo, agua, luminosidade, entre outras, que influenciaram na
composicao do extrato das sementes.

A cor &€ um parametro relevante desde o preparo, processamento,
armazenamento, até chegar ao consumidor. Por isso € um parametro extremamente
importante para ser analisado (SHARMA; DASH; BADWAIK, 2022). O parametro L*
obtido na andlise de cor indica a faixa de brilho de 0 (preto) a 100 (branco). O
parametro a* varia de (+) vermelho a (-) verde, e b* varia de (+) amarelo a (-) azul
(DANG et al., 2021). A caracterizacdo de cores com parametros a* e b* iguais a
50,04 e 42,28, respectivamente (ambos positivos) indicam a localizacdo dos valores
no primeiro quadrante do grafico do espaco de cores CIELAB, demonstrando uma
tendéncia para vermelho e amarelo, o que era esperado.

A luminosidade com L*= 32,34, revela baixa luminosidade, ou seja,
tendéncia ao escuro, corroborando com a coloragcdo vermelha escura do extrato
obtido. (SILVA, 2007) obteve valores semelhantes para o parametro de
luminosidade (37,75) dos extratos etandlicos de urucum. Além disso, os valores de
a*= 32,46 e b*= 20,73 foram inferiores aos valores obtidos. Cardarelli; Benassi;
Mercadante, (2008) também relatou tendéncia semelhante para os parametros a* e
L* na caracterizacdo da cor dos extratos etandlicos de urucum. Os parametros de
cor (a* e b*) mostraram correlacdes positivas com o teor de bixina e atividade

sequestrante de radicais livres e teor de fendlicos.

5.2 CARACTERIZAGAO DAS MICROPARTICULAS

5.2.1 Determinacao de umidade e atividade de agua

Os resultados de umidade e atividade de agua das microparticulas umidas
(U), secas em estufa (E) e liofilizadas (L) sdo mostrados na Tabela 6. O teor de
umidade das microparticulas umidas foi alto, o que era esperado, independente do
material de barreira, ou da presenca ou auséncia do extrato, todas elas
apresentaram umidade superior a 95%. Da mesma forma que a umidade, a
atividade de agua de ambas as microparticulas umidas variou de 0,979 a 0,993, o
que esta alinhado com Arijana Busi¢ et al. (2018), Bels¢ak-Cvitanovic et al. (2016),
Biswas; Pal (2021), respectivamente.
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Tabela 6 -Teor de umidade e atividade de agua (Aw) das microparticulas.

Analises AGce AGDb ACGc ACGD ALc ALDb

0.979 + 0981+  0.988+ 0.986 + 0.992 + 0.993 +

U Aw 0.006"*  0.003**  0.003**  0.005**  0.0007**  0.0009**
Umidade 9589+ 9597+ 9665+ 9631+ 96.21 96.28
(%) 0.19" 041"  0.10* 0.07°°*  +031**  +0.26™4
Aw 0330+ 0319+ 0380+ 0330+ 0320+ 0329+
E 0.038°%  0.077°®  0.024*®  0.045"®  0.005*®  0.010*®
Umidade 1279+  11.60+ 1687+ 1310+ 1465+ 1250+
(%) 0.17°¢ 0.64%%  0.44* 0.78°¢ 0.63"° 0.50°
Aw 0336+ 0293+ 0304+ 0289+ 0236+ 0236+
L 0.058*®  0.032*®  0.030°°  0.017°¢  0.033“  0.017°

Umidade 14.71 + 1274 +  16.69 + 14.09 + 10.95 + 7.54+
(%) 1.70°® 0.23°48 1.01°8 0.51B 0.88%C 0.80%

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)
entre as microparticulas. Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo
teste de Tukey (p<0,05) entre os métodos de secagem. U - Microparticulas Umidas; E -
Microparticulas secas em estufa; L - Microparticulas liofilizadas. AL: Alginato AG: Alginato e gelatina;
ACG: Alginato e Carragenina; c: controle; b: bixina.

Cérdoba; Deladino; Martino, (2014) obtiveram atividade de agua de 0,98
para microparticulas de extrato de erva-mate (llex paraguariensis), encapsuladas
com hidrogéis de alginato de calcio e amido de milho. Para microparticulas secas
em estufa as umidades foram de 11,74 e 16,95%, e para microparticulas liofilizadas
os teores de umidade entre 7,54 e 16,69%. Esses resultados sdo comparaveis aos
de Afzal et al. (2022). Valores inferiores também foram obtidos para a atividade de
agua das microparticulas secas (0,2 a 0,3) e proximos aos relatados por Velazquez-
Gutiérrez et al. (2021) que obtiveram 0,23 - 0,59. A microparticula liofilizada de
alginato e bixina (ALbL) apresentou o menor teor de umidade, sugerindo que a
evaporacdo da agua das microparticulas ocorreu mais facilmente quando
comparada as microparticulas de blendas poliméricas. Ressalta-se que quando
comparados os processos de estufa e liofilizacdo, as microparticulas controle (sem
extrato de bixina) apresentaram maiores teores de umidade, o que pode estar

relacionado a estrutura quimica hidrofébica do extrato etanélico de urucum.

5.2.2 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas de DSC de ambas as microparticulas, secas em estufa (A) e
liofilizadas (B) s&do mostradas na Figura 10.
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O extrato de urucum apresentou pico endotérmico a 81 °C relacionado a
perda de agua. Zhang; Zhong, (2013) observaram que a perda de agua da bixina em
um pico endotérmico ocorreu a 73°C. Ao analisar pseudo-residuos de urucum, Silva;
Meireles, (2015) obteve pico endotérmico a 80,2 °C, valor proximo ao encontrado
neste trabalho. Nao foi possivel identificar a temperatura de fusdo do composto. Nos
termogramas das microparticulas é possivel identificar diferencas sutis entre os dois
processos de secagem. Eventos mais acentuados foram observados nas
microparticulas obtidas por secagem em estufa. A curvatura endotérmica das
microparticulas é atribuida a perda de agua, enquanto o pico exotérmico na regiao
de 220°C indica reacoes de desidratacdo e despolimerizagdo; em outras palavras, a
ruptura de segmentos de acido D-manurénico e acido L-gulurbnico do alginato de
s6dio sédio (SUHAIL ET AL. 2021; HACKENHAAR ET AL. 2022).

Os picos endotérmicos observados nas Figuras 10A e 10B em torno de 80
°C nas microparticulas produzidas com AG, ACG e AL apresentaram maior
intensidade em relacdo ao extrato (Ext). Isso é caracteristico dos biopolimeros, pois
eles sofrem dessorcao/adsorcao de dgua em uma faixa mais ampla de temperatura,
atribuida a gelificagao formada.

Neste caso, a gelificacdo foi promovida por ions fornecidos pelo cloreto de
célcio. Como visto nas amostras controle, o extrato de bixina promove uma
diminuicdo na temperatura maxima de gelificacado para amostras secas em estufa
(Figura 10A). No caso das microparticulas secas por liofilizacao (Figura 10B), nao
sdo observadas diferencas significativas em comparacdo com as amostras de
controle. Isso pode ser atribuido a maior porosidade das microparticulas produzidas
pela liofilizacdo, o que promove processos de gelificacdo em temperaturas mais
baixas devido ao aumento da area superficial, acelerando consequentemente esse
processo. Portanto, as diferencas entre amostras de controle e amostras com bixina
também sao reduzidas. Adicionalmente, observa-se que para amostras submetidas
a liofilizagéo (Figura 10B), os picos s@o menos pronunciados, possivelmente devido
a este método de secagem deixar menos agua residual. Para todas as amostras,
foram observados picos exotérmicos em torno de 220 °C e 300 °C, provavelmente
devido a eventos de decomposicao térmica ou reacoes de degradacao.
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Figura 10 — Perfil do comportamento térmico do extrato e das microparticulas liofilizadas (A) e
microparticulas secas em estufa (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

5.2.3 Difracao de Raios (DRX)

A Figura 11 mostra os padrées de difracdo de raios X das amostras puras de
alginato, carragenina e gelatina e das microparticulas com extrato de bixina obtidas
por secagem em estufa ou liofilizacao.

Os padrdes que apresentam picos mais amplos (também identificados como
banda larga) sao evidéncias relacionadas ao grau de desordem das moléculas que
resultam na difracdo de bandas dispersas, caracterizadas como uma estrutura
amorfa (SILVA; MEIRELES, 2015), conforme ilustrado nos difratogramas da gelatina
(G) e do alginato que apresentaram um pico amplo em 26 = 21,38° e dois picos
largos com baixa intensidade em 26 = 12,88 e 21,14, respectivamente. Estes sdo
picos caracteristicos de alginato e gelatina que também foram relatados por Dong;
Wang; Du, (2006), Soury et al. (2022) e Chang et al. (2022). O difratograma de k-
carragenina mostra um pico amplo de 26 entre 15 e 25°, semelhante a Liew et al.
(2017) e Chinh et al. (2022), que identificou a carragenina como um polimero
semicristalino.

Por outro lado, os picos observados para as composicoes de polimeros
puros interagindo com alginato e bixina mostram o desaparecimento ou reducéo de

picos caracteristicos de cada um deles. Isto pode ser devido ao processo de
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gelificacao idnica utilizado para produzir as microparticulas, levando a formacao de
uma rede tridimensional entre as cadeias poliméricas.

A criacdo desta estrutura tridimensional pode resultar na amorfizagdo do
material, reduzindo significativamente as estruturas cristalinas. Quando a gelificagéo
ibnica é realizada com cloreto de calcio, promove a formacao de ligacboes ibnicas
entre cadeias poliméricas (como no caso do alginato). Estas ligacdes ibnicas podem
interferir no ordenamento molecular e na estrutura cristalina original do polimero,
neste caso, reduzindo a cristalinidade dos polimeros, conforme evidenciado pela
diminuicdo da intensidade dos picos de difracdo em um padréo de difracdo de raios
X. Tal como observado nas amostras controle, a bixina ndo tem impacto significativo
na formagdo de estruturas amorfas ou cristalinas. Portanto, o processo de
gelificacao ibnica é responsavel pela alteracdo da estrutura fisica do material. Além

disso, ndo ha diferencas significativas entre os dois métodos de secagem.

Figura 11 - Difratogramas de Raios X para as microparticulas liofilizadas (A) e para as microparticulas
secas em estufa (B).
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

5.2.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de infravermelho do extrato de urucum, biopolimeros puros e
microparticulas sdo mostrados na Figura 12.

As microparticulas foram caracterizadas por FTIR para avaliar a
incorporacao de extrato de urucum e diversos polimeros no processo de gelificacao
ibnica, visando analisar a presenca de grupos funcionais, confirmar interacdes e
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avaliar reticulagcbes. Compostos puros como alginato, carragenina e gelatina
exibiram uma banda larga na faixa de 3.116 a 3.648 cm™!, correspondente a vibragao
dos grupos -OH, provavelmente relacionada a presenca de agua nas amostras.
Apés o processo de producdo de microparticulas, as bandas associadas aos grupos
-OH apresentaram uma diminuicdo significativa, potencialmente influenciada pela
reducdo do teor de agua devido aos processos de secagem ou pela menor
ocupacgao de volume total de polimeros em estruturas encapsuladas. Este fenébmeno
pode ser atribuido a substituicao de prétons nos grupos carbonila e sulfénico por
ions calcio durante o processo de reticulacdo, levando a uma reducao substancial
nos grupos hidroxila na cadeia polimérica. Posteriormente, foi observado
estiramento entre 3.080 e 2.770 cm™' tanto para os compostos puros, excluindo a
gelatina, quanto para o extrato. Esta regido estd associada a vibragdes de
estiramento de ligagbes CH em grupos metil (-CHs) e metileno (-CHz2).

O alginato e a carragenina podem conter grupos CHs e CH2z, enquanto a
gelatina inclui menos grupos CHs e CH2 em comparagao com os polissacarideos. Da
mesma forma, a presenca de bandas nesta regido para a bixina poderia estar
associada a grupos alifaticos contendo ligacdes CH.

Figura 12 - Espectros de infravermelho do extrato, biopolimeros puros das microparticulas secas em
estufa (A) e para as microparticulas liofilizadas (B).
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AL: Alginato AG: Alginato e gelatina; ACG: Alginato e Carragenina; EXT: Extrato; C: Controle; B:
Bixina.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Além disso, os picos em 1610 e 1174 cm™ representam vibragbes de
estiramento do grupo C=0 do &cido carboxilico alifatico e estiramento COC,
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respectivamente. Estas sdo caracteristicas da bixina (EL-DEEB et al., 2022;
RIGUETO et al., 2021). Particularmente no alginato, foi observada uma banda que
se estende em torno de 1421 cm', correspondendo a vibragcdo assimétrica da
ligacdo C-O em grupos carboxilato (TAVASSOLI-KAFRANI; SHEKARCHIZADEH,;
MASOUDPOUR-BEHABADI, 2016). Normalmente, a confirmacao da reticulacao é
avaliada pela indicacéo de alteracdes, alteracdes e desaparecimento da intensidade
maxima entre 0 espectro dos polimeros puros e o espectro dos produtos, neste
caso, microparticulas produzidas por gelificacao iénica.

Durante o processo de gelificacdo ibnica, a interacdo entre ions célcio,
alginato e polimeros adicionais (gelatina ou carragenina) pode levar a formacao de
ligagdes cruzadas entre cadeias poliméricas. A reducdo ou auséncia do pico em
1421 cm™ e outros picos na regido das microparticulas poderia indicar uma
diminuicdo na mobilidade dos grupos carboxilato, possivelmente devido a formacéao
destas ligagbes cruzadas com Ca?* (RATHER; BHAT; SHALLA 2022). As
microparticulas de secagem em estufa e liofilizacdo apresentaram a mesma
estrutura quimica, indicando que o processo de secagem nao influenciou nas
interacdes e ndo alterou a composi¢cao quimica dos materiais.

Ambos os espectros de extrato de urucum, biopolimeros e microparticulas
apresentaram caracteristicas semelhantes, com alguma diferenca na intensidade
dos picos. Todos as microparticulas apresentaram uma banda larga na faixa de
3116 a 3648 cm™ que corresponde ao alongamento dos grupos OH. Também é
possivel observar picos de absorcdo em 2923, que sao resultado de vibracdes de
estiramento de CH e CH2 e que sdo encontrados com menor intensidade nas
microparticulas. Além disso, o pico de absorcao em 1712, evidenciado no espectro
do extrato, corresponde ao éster insaturado C=0O e sofre um deslocamento no
espectro das microparticulas para 1600 cm™. A redugdo na intensidade dos picos
observados nas microparticulas € indicativa da ocorréncia de interacdes
principalmente associadas a liga¢des de hidrogénio e trocas iGnicas e interacbes de
reticulacdo com os biopolimeros. A interagao entre ions Ca?* e cadeias poliméricas é
demonstrada por deslocamentos de grupos carboxila (RATHER; BHAT; SHALLA,
2022).
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5.2.5 Eficiéncia de Encapsulamento (EE)

As microparticulas de hidrogel de extrato de urucum apresentaram altos
valores de eficiéncia de encapsulacao, em torno de 93,91% para a blenda polimérica
de alginato e carragenina, 94,70% para alginato e gelatina e 95,72% para alginato.
Nao houve variacao significativa entre as eficiéncias de encapsulamento das
microparticulas. Geralmente, as microparticulas de hidrogel de alginato puro séo
descritas como porosas e propensas a perdas devido a difusdo do composto
encapsulado do gel para um meio aquoso (VOLIC et al., 2018). No entanto, Soliman
et al. (2013) investigaram a influéncia do aumento da concentragao de alginato na
capacidade de carga ao encapsular 6leo de tomilho, cravo e canela e relataram o
efeito proporcional do aumento da concentracdo de alginato (0,5% a 2%) com o
aumento da carga dos compostos, ou seja, quanto maior for a concentragcdo de
alginato, maior sera a eficiéncia de encapsulamento, correlacionando este
comportamento com a densa estrutura em rede do alginato com o aumento da
concentragao.

Wang et al. (2019) mostraram uma tendéncia analoga (87,56% a 95,20%)
para microparticulas de alginato de sédio-6xido de zinco - ZnO carregadas com
curcumina. Lee; Chang, (2020) também obteve eficiéncia de 89,23% a 93,41% ao
encapsular quercetina em granulos de hidrogel de oligoquitosana e pectina yuzu
(Citrus junos) deesterificada. Os altos valores de eficiéncia de encapsulamento estdo
relacionados a concentracdo do material de barreira e ao uso de blendas
(combinacao de dois materiais).

5.2.6 Morfologia

As microestruturas das microparticulas secas em estufa e liofilizadas sao

mostradas na Figura 13.
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Figura 13 - Morfologia (por MEV) de microparticulas com igual magnitude para os dois métodos de
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Figura 13 - Morfologia de microparticulas de igual magnitude para os dois métodos de
secagem: secagem em estufa e liofilizacao (liofilizagao: a, b, e, f, i e k: secagem em estufac, d, g, h, j
el) . A-AGb; B- AGc; C-AGb; D-AGc; E-ACGb; F-ACGc; G-ACGb; H-ACGc; I-ALb; J-ALc; K-ALb; L-
ALc; AG: Alginato e gelatina; ACG: Alginato e Carragenina; c: controle e b: bixina.
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Todas as microparticulas de hidrogel, antes da secagem, eram totalmente
esféricas. Ap6s a secagem, as microparticulas produzidas, independente do
processo de secagem, apresentaram formato esférico semelhante, com superficies
irregulares, o que € alinhado por Xu et al. (2019) e Wang et al. (2019).

A secagem de microparticulas por liofilizacao (figuras a, b, e, f, i e k) resultou
na obtencao de microparticulas com formato e superficie enrugados, com aspecto
esponjoso e com evidéncias de cavidades, provavelmente devido ao colapso pelo
escoamento de agua durante o processo de secagem, ou seja, é provavel que esta
ocorréncia se deva a sublimacdo da agua durante a secagem (ATENCIO et al.,
2020). Por outro lado, as microparticulas secas em estufa a vacuo manteve o
formato mais esféricos, comparando-se com as microparticulas liofilizadas, porém,
visualmente apresentava rigidez e rugosidade, com aparentes rachaduras na
superficie (Micrografia c, d, g L, J e i). Da Silva Fernandes et al. (2018) relataram as
mesmas caracteristicas.

A presenca de poros e rugas pode ser um fenémeno resultante da migracao
de moléculas de agua durante o processo de secagem e retracdo do gel. As
micrografias obtidas permitem concluir que a técnica de secagem influenciou a

estrutura morfolégica das microparticulas, conferindo-lhes caracteristicas distintas.

5.2.7 Cor

Os resultados dos parametros de cor das microparticulas umidas, secas por
estufa e liofilizadas sao mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Parametros de cor das microparticulas de bixina encapsulada: Alto teor de umidade, secos
em estufas e liofilizados.

Microparticulas L a B
AGc 87,80 +1,572 1,92+0,532 -7,47 +0,692
Umidas ACGc 88,58 + 0,262 2,30 +0,10° -7,90 £0,32°
AlLc 87,30 +1,38° 2,38+0,14> -8,04 +0,42°
Secas AGc 55,23 +2,132  10,12+0,65> 28,92 + 1,002
(Estufa) ACGc 56,98 +1,67° 10,44 +0,53> 30,06 +1,132
AlLc 51,23 £2,05° 13,66 £ 1,032 26,32 +1,92°
AGc 75,96 +1,382 3,79+0,47° 13,91 £1,18°
Liofilizadas ACGc 68,95 +2,05° 5,48 +0,902 18,57 +1,642
AL 75,98 £1,412 3,91+0,49° 13,84 +0,67°
AGb 32,98 +1,812 43,87 +1,152 42,29 + 2,002
Umidas ACGb 31,92 +1,092 42,79 +£0,78 40,07 + 0,602
ALb 32,30 £+2,012 43,51 £1,062 41,24 +1,522
Secas AGb 9,29 + 0,55 17,63 +0,482 2,04 +0,52°
(Estufa) ACGb 8,29 +0,73° 17,84 £ 0,972 1,80 +0,45°
AlLb 10,67 +0,732 11,29 +1,75° 3,08 + 0,582
AGb 17,49 +0,542 30,82 £0,332 18,40 +0,53°
Liofilizadas ACGb 17,70 £ 1,072 29,85 +0,76° 19,79 + 0,982
ALb 17,73 +£0,992 29,80 £0,80° 19,18 +0,95%

Letras minlsculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)

entre as microparticulas. AL: Alginato AG: Alginato e gelatina; ACG: Alginato e Carragenina; c:

controle; b: bixina.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os resultados de cor das microparticulas mostram diferencgas significativas

para os valores de luminosidade entre os processos Umido e seco. Para as amostras
controle, as microparticulas Umidas (sem extrato) apresentaram valores de L
superiores as microparticulas obtidas pelo processo de secagem. Para
de

correspondendo a mudanca de cor e, consequentemente, ao escurecimento das

microparticulas bixina, a luminosidade apresenta valores menores,
microparticulas. Além disso, em relacdo as amostras umidas, ndo houve diferenca
entre as microparticulas, portanto, o material encapsulante ndo influenciou na
luminosidade.

Neste trabalho, os valores dos parametros a* e b* para todas as
microparticulas foram positivos, confirmando a tendéncia dominante de coloracao
vermelha e amarela. No entanto, para microparticulas secas em estufa e liofilizadas,
os valores de a e b foram menores do que as microparticulas Umidas, mostrando a

intensificagdo da cor com o processo de secagem.
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A Figura 14 a seguir, mostra as imagens das microparticulas de bixina no
estado umido e seco (Estufa e liofilizagao).

Figura 14 - Imagens de microparticulas imidas e secas (Estufa e liofilizagao).

U - Umidas; E - Secas em estufa; L-Liofilizado; AL: Alginato; AG: Alginato e gelatina; ACG:
Alginato e Carragenina; C-Controle e B-Bixina.
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A variacao perceptivel da cor esta totalmente relacionada com o método de
secagem. E interessante destacar que as microparticulas de gelatina (controle)
secas apresentam uma coloracao mais escura em relagdao as demais microparticulas
controles secas, isso se deve pelo fato de a gelatina ter naturalmente uma coloracéo
amarelada, diferentemente da carragenina e do alginato que sdo brancos.

O efeito do processo de secagem em relagdo a variagdo de cores €
evidenciado pela andlise da Tabela 8.

Tabela 8 - Parametros de cor de cada microparticula nos trés estados (Umido, seco por estufa e seco
por liofilizacdo).

Microparticulas L a b

Umidas 87,80 £ 1,572 1,92 + 053° -7,47 +0,69¢
AGc Secas (Estufa) 88,58 +0,262 10,12 £ 0,652 28,92 +1,00°
Liofilizadas 75,96 +1,21° 3,79+0,47° 13,91 +1,182

Umidas 88,58 £0,262 2,30+0,10¢° -7,90 +0,32°
ACGc Secas (Estufa) 56,98 +1,67° 10,44 +0,532 30,06 + 1,132
Liofilizadas 68,95+ 1,66° 5,48+0,90° 18,57 +1,64°

Umidas 87,30 £+1,382 2,38+0,14¢ -8,04 +0,42°
ALc Secas (Estufa) 51,283 +2,05¢ 13,66 +1,032 26,32 +1,922
Liofilizadas 75,98 +1,41b 3,91 +£0,49° 13,84 +0,67°
Umidas 32,98 £1,812 43,87 £1,152 42,29 + 2,002

AGb Secas (Estufa) 9,29 +0,55°¢ 17,63 £0,48° 2,04 +0,52°
Liofilizadas 17,49 £0,54> 30,82 +0,33¢ 18,40 +0,53¢
Umidas 31,92 +1,092 42,79 +0,782 40,07 +0,602

ACGb Secas (Estufa) 8,29 +0,73°¢ 17,84 +0,97¢ 1,80 +0,45°¢
Liofilizadas 17,70 £1,07° 29,85 +0,76° 19,79 +0,98°
Umidas 32,30 £2,012 43,51 £1,062 41,24 +1,522

ALb Secas (Estufa) 10,67 +0,73¢ 11,29 +1,75¢ 3,08 +0,58°
Liofilizadas 17,73+0,99° 29,80 +£0,80° 19,18 +£0,95°

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferencga estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)
entre os métodos de secagem. AL: Alginato AG: Alginato e gelatina; ACG: Alginato e Carragenina; c:
controle; b: bixina.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Os valores correspondentes aos parametros L, a e b foram semelhantes aos
de Pérez-Monterroza et al. (2018) ao analisar a cor das microparticulas de bixina
com amido de milho com alto teor de amilose que obtiveram valores que variam de
a*= 29 a 40, b*= 44 a 57 e L*=30 a 56. Houve variacOes estatisticas de cada
microparticula em relacdo aos trés tipos de processo de secagem. As
microparticulas umidas apresentaram maiores valores de luminosidade L* do que as

microparticulas secas, 0 que resulta em microparticulas com aspectos mais claro.
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Em relacdo aos processos de secagem, as microparticulas secas em estufa
apresentaram valores inferiores em todos os parametros (L*, a* e b*), 0 que sugere
que a secagem proprcionou a obtencdo de microparticulas escuras e com cores
mais intensas. Por outro lado, a liofilizacdo resulta em microparticulas mais
luminosas, e preservou melhor a coloracdo vermelho-alaranjado, expresso pelos
valores de a* e b* quando comparados com as amostras umidas e secas em estufa.

As caracteristicas de cor sdao um reflexo das caracteristicas fisicas das
microparticulas. Os processos de secagem estao correlacionados com a estrutura e

consequentemente com a cor das microparticulas.

5.2.8 Digestibilidade in vitro das microparticulas

O conteudo de liberagdo de bixina da digestdo in vitro de microparticulas

umidas, secas em estufa e liofilizadas na fase intestinal € mostrado na Figura 15.

Figura 15 - Comportamento da liberagdo das microparticulas no ensaio de digestibilidade na fase
intestinal (testes realizados a 37 °C por 2 h).

Liberac&o de bixina (%) - Fase Intestinal

ALU AGU ACGU ALE AGE ACGE ALL AGL ACGL --
ALU: Alginato-umido; AGU: Alginato e gelatina umida; ACGU: Alginato e carragena Uumida; ALE:
Alginato-seco em estufa; AGE: Alginato e Gelatina seca em estufa; ACGE: Alginato e carragenina
secas em estufa; ALL: Alginato-liofilizado; AGL: Alginato e gelatina liofilizada; ACGL: Alginato e
Carragenina Liofilizada; b: bixina.
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Devido a baixa concentragdo de bixina liberada (abaixo da absorbéancia) nao
foi possivel quantificar o teor de bixina nas fases oral e gastrica, provavelmente
devido ao material encapsulante evitar a liberacdo da mesma. Zhang; Zhao; Shi,
(2016) relataram que em pH &cido os grupos carboxila do alginato podem ser
protonados, o que esta relacionado a modificacées estruturais (encolhimento) que
reduzem o tamanho dos poros. Este processo permite a protecdo do composto das
fases oral e gastrica.

De acordo com os resultados obtidos, o material de parede teve influéncia
no processo de liberacdo na fase intestinal. Redes de gel a base de alginato sédo
descritas como veiculos com baixa eficiéncia na retencdo de compostos (MARTINS;
ALVES; PINHEIRO, 2021). Assim, a combinacdo de polimeros como alginato,
gelatina e carragenina sao relevantes para melhorar o desempenho das
microparticulas, como a liberacdo. As maiores taxas de liberacdo foram: alginato +
gelatina > alginato + carragenina > alginato, com destaque para as microparticulas
de alginato e gelatina (AGb) com liberacao de 59,79% das microparticulas Umidas e
para as microparticulas liofilizadas a maior liberacdo foi de 61,68%. Este resultado
sugere que o processo de secagem afetou positivamente o0 mecanismo de liberacao.
Correlacionando os resultados de digestibilidade com as imagens obtidas em
microscopia (MEV), é provavel que microparticulas porosas com baixa liberagao,
como o alginato puro com bixina (ALL), tenham possibilitado a acdo de acidos e
enzimas, possivelmente causando a degradacao da bixina. Porém, o fato de possuir
menos poros, como é o caso das microparticulas de AGL e AGE (observado na
Figura 11- MEV), pode ter impedido a degradacdo das bixinas nessas
microparticulas, que, consequentemente, em condicdo neutra e com a acao de a
enzima pancreatina, permitiu a liberacéo.

Wang et al. (2022) observaram que microparticulas de hidrogel da fase
gastrica para a fase intestinal (pH neutro) aumentaram as forcas eletrostaticas entre
as cadeias poliméricas (goma gelana) resultantes da desprotonacdo e
consequentemente da ionizacdo dos grupos carboxila gerando maior expansao da
rede de particulas, favorecendo a liberagdo. Essa teoria corrobora com maior
liberacdo de bixina na fase intestinal. Li et al. (2019) observaram uma tendéncia
semelhante. Com base nos dados obtidos nas condicdes gastrointestinais

simuladas, a microparticula com maior liberacdo, a microparticula de alginato e
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gelatina (AGLb) foi escolhida para dar continuidade a pesquisa com posterior
aplicacao na matriz alimenticia.

5.2.9 Estabilidade de bixina a luz

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos da estabilidade a luz da

microparticula AGLb, microparticula escolhida para ser incorporada na aplicacao.

Figura 16 - Estabilidade da bixina a luz por 21 dias. AGLb - Alginato de microparticulas e gelatina
liofilizada.
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AGLb - Microparticulas de alginato e gelatina liofilizada.

No teste de estabilidade a luz constante, houve reducédo de 50% no teor de
bixina considerando o tempo inicial (0 dias) com o tempo de exposicao final (21
dias). A estabilidade a luz € um parametro importante para avaliar e estabelecer as
condicOes de aplicagdo e armazenamento dos alimentos, para evitar a degradacao
dos pigmentos funcionais. Esse resultado corrobora os resultados relatados por
Monge Neto et al. (2021) em testes de estabilidade de luminosidade constante de
microcapsulas de bixina, que relataram niveis proximos a 50% do valor inicial apés
21 dias de andlise.

Marcolino et al. (2011) concluiram que a complexacdo da bixina com B-CD

fornece protecdo contra a luz; como ele observou que a deterioragdo da cor nas



72

microparticulas era menor do que na bixina sem complexagao. Tupuna-Yerovi et al.
(2020) produziram refrigerantes isotdnicos de tangerina adicionados de
microcapsulas de norbixina, e relataram perda de cor, do laranja para amarelo claro
apos 9 dias de armazenamento e exposicao a luz. Os autores acrescentaram ainda
que a variagdo de cor foi mais intensa quando exposta a luz do que quando
submetida ao calor.

5.3 APLICACAO DAS MICROPARTICULAS
5.4 PRODUGAO DE BARRAS DE CEREAIS

A Figura 17 a seguir apresenta as trés formulagbes de barras de cereais
elaboradas: A barra controle (BC), a barra com extrato (BEX) e a barra com

microparticula (BMP).

Figura 17 - Imagens das trés formulagdes de barras de cereais produzidas.

BEX

BC - Barra de Cereal Controle, BEX - Barra de Cereal com Extrato, BMP - Barra de Cereal

com Microparticulas.
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5.3.2. Caracterizacao das Barras de Cereais

5.3.2.1 Conteudo de cinzas e umidade, atividade de agua e analise de cor

A Tabela 9 apresenta a caracterizagao fisico-quimica das barras de cereais.
O teor de umidade médio nao foi afetado significativamente pelo extrato de bixina
adicionado de forma livre ou encapsulado. Esses valores estdo proximos aos
encontrados por Martins; Alves; Pinheiro, (2021) que produziram barra de cereal
sem gluten, sem lactose e também sem adicdo de acuUcar, indicada para
consumidores intolerantes a lactose e celiacos. Os valores reportados por eles
foram de 5,34 a 7,84% de umidade. Embora se esperasse que a formulagdo do
extrato tivesse maior teor de umidade, a natureza hidrofébica do extrato nao
influenciou o teor de agua da barra. A atividade de agua para a barra de cereal
contendo microparticulas foi significativamente maior do que a barra controle (BC) e
a barra extrato (BEX).

Tabela 9 - Caracterizacao fisico-quimica das barras de cereais.

Analises BC BEX BMP
Umidade (%) 7,51 +0,182 8,27 + 0,082 8,51 £ 0,832
Atividade de

] 0,45 +0,006° 0,44 +0,05° 0,52 +0,0232

agua (Aw)
Cinzas (%) 0,90 + 0,08 0,88 + 0,06° 1,40 £ 0,042
L 65,61+ 1,982 5558 +4,18° 62,36 +2,952
a 7,15+3,98¢ 29,90+2,372 11,31 +2,95P
b 29,40 +10,08° 56,32 +5,872 27,02 +6,96°
c* 30,93 +8,50° 63,91 +4,432 29,65 +5,81°
Hue 73,00 +13,712 61,81 £4,15° 65,88 +9,55%

Letras minUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)
entre as formulagdes. BC - Barra controle, BEX - Barra com extrato e BMP - Barra com
microparticula, C* - Croma, Hue - Angulo Hue.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.
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Houve aumento da atividade de 4gua da barra com microparticula (BMP) em
relacdo as demais formulacoes. Esse fato pode esta relacionado com o polimero
presente nas microparticulas, que aumenta o contetdo de agua retido nos capilares
e interage mais com a agua, prendendo-a e aumentando a pressao de vapor da
agua no produto. Em relacao a barra com extrato, a agua do extrato interage menos
com a bixina que € hidrofdbica, e assim, tem menor pressdao de vapor, como
também na barra sem bixina. Em geral, as barras de cereais sem adicao de agucar
apresentaram atividade de agua elevada, acima de 0,7. Em contrapartida, as barras
de cereais a base de alguma fonte de agucar (mel ou outras fontes de agucar)
apresentaram menor atividade de agua (0,1 - 0,6) (SAMAKRADHAMRONGTHAI et
al., 2021), o que esta de acordo com este estudo que utilizou o mel como fonte de
acucar e obteve valores de atividade de agua que variaram de 0,44 a 0,52% e estao
proximos aos valores obtidos por Martins; Alves; Pinheiro (2021) que produzira uma
barra de cereais sem gluten e sem lactose, indicada para intolerantes a lactose e
para celiacos.

O teor de cinzas que corresponde ao teor mineral foi encontrado em maior
quantidade na formulagao da barra com microparticula (BMP) em relagdao as demais
barras de cereais. Os teores de cinzas se assemelham aos valores de 1,00 a 1,90%,
0,62 a 1,45% e 1,32 a 1,53 encontrados em barras de cereais por Sethupathy et al.
(2020), Spim et al. (2021) e Muniz et al. (2020), respectivamente. A cor € uma
caracteristica importante e decisiva na percep¢ao da qualidade e reflete diretamente
na intencao de compra de um alimento, por parte do consumidor.

Os resultados obtidos na analise de cor variaram de 55,58 a 65,61, 7,15 a
29,90, 27,02 a 56,32, 29,65 a 63,91 e 61,81 a 73,00 para os valores de L*, a*, b, C*
e Hue*, respectivamente. O parametro L* esta relacionado com a luminosidade da
amostra. O maior valor para L* (65,61) foi observado na formulacdo controle BC,
enquanto o menor valor (55,58) foi registrado na BEX, o que sugere que a barra
controle possui uma cor mais clara que a barra com extrato, 0 que era esperado.
Para ambas as formulacdes, todas tiveram a* positivo, 0 que significa uma tendéncia
ao vermelho. Vale ressaltar que a barra de controle diferiu significativamente das
demais barras.

O parametro b* mede a intensidade da cor azul-amarela, e em todas as
barras os valores foram positivos, indicando a prevaléncia do amarelo, com

destaque para a formulacdo da barra com extrato (b = 56,32 + 5,87) que diferiu das
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outras pela intensidade da cor, resultado ja4 esperado pela tonalidade original
(vermelho intenso) do extrato e pela forma livre adicionada a barra. Borges et al.
(2021) obtiveram valores mais baixos em todos os parametros (L, a, b e C) ao

analisarem barras de cereais enriquecidas com biomassa de fermentagéo de vinho.

5.3.2.2. Analise do Perfil de Textura (TPA)

A Tabela 10 apresenta os parametros do perfil de textura analisados nas
barras de cereais produzidas neste trabalho.

Tabela 10 - Perfil de textura das barras de cereais.

Analises BC BEX BMP
Dureza (N) 189,48 + 13,742 186,31 £12,492 190,12 + 13,742
Forca de

cisalhamento 33,17 £2,012 31,56 £ 2,502 34,61 £3,102
(N)

Coesao 0,21 £ 0,032 0,18 £ 0,042 0,23 £ 0,032
Elasticidade (%) 48,56 * 8,892 55,06 £ 10,442 55,59 £ 7,192
Resiliéncia (%) 7,46 £ 1,09° 7,81 £0,43% 9,75+ 1,322
Mastigabilidade

N) 17,30 £ 5,37 39,87 £ 3,412 22,15+ 3,61

Letras minUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey (p<0,05)
entre as formulacdes. BC - Barra controle, BEX - Barra com extrato e BMP - Barra com
microparticula.

Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

A textura instrumental pode ser expressa de diversas formas. A andlise
instrumental da dureza de um alimento é realizada por meio de um teste que
expressa a forca de compressdo maxima necessaria para a deformacao da amostra
na primeira mordida (LASTA et al., 2021; MUNIZ et al., 2020). Os valores obtidos
para dureza foram BC (189,48 N), BEX (186,31 N) e BMP (190,12 N). Nao houve
diferenca significativa entre as trés formulagées, indicando que a adicdo de extrato
de bixina livre e microencapsulados nao influenciou as caracteristicas de textura das

barras de cereais estudadas neste trabalho, bem como a caracteristica de crocancia
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de ambas as barras de cereais. Valores semelhantes para dureza foram relatados
por Muniz et al. (2020) (122,00 a 210,55 N) em barras de cereais enriquecidas com
casca de goiaba fermentada e bagaco de caju. No entanto, Munhoz et al. (2014)
relataram que as forcas necessarias para quebrar barras de cereais com polpa de
frutas e améndoas de bocaiuva foram 161,54 N e 117,48 N. Lasta et al. (2021)
relataram um valor de 161,02 N para barra de cereal da farinha da folha de Pereskia
aculeata e banana verde com adigdo de Lactobacillus acidophilus LA02-ID-1688.

No teste de cisalhamento, valores médios de 33,17; 31,56 e 34,61 N foram
obtidos para BC, BEX e BMP, respectivamente. Esses valores sdo semelhantes aos
de Melati et al. (2021) que relataram uma variacdo de 19,60 a 47,49 N, porém
inferior ao encontrado por Lasta et al. (2021) que obtiveram uma forca de 61,43 N
em barra de farinha de folha de Pereskia aculeata e banana verde com o prebiético
Lactobacillus acidophilus LA02-1D-1688.

A elasticidade é determinada pela amplitude de recuperagao no intervalo
entre a primeira e a segunda compressao, ou seja, € o indice que quantifica o
retorno de um material a sua forma ndo deformada apds a aplicacdo de uma forca
(MAU et al., 2017; SZCZESNIAK, 2002). A coeséao indica a resisténcia interna de
uma estrutura de material a compressao (DANALACHE et al., 2015; MAU et al.,
2017). Esses parametros ndo se alteraram com a adicdo de extrato e
microparticulas quando comparados a barra controle e estdo proximos aos
encontrados por Kaur et al. (2018) e Allai et al. (2022).

A resiliéncia & outro atributo que revela o potencial de resisténcia a
deformacdo dos alimentos. A barra controle - BC apresentou menor resiliéncia,
enquanto a barra - BMP apresentou maior valor médio. Apesar das diferencas,
ambas as barras apresentaram valores consideravelmente elevados, demonstrando
a resisténcia a deformacao esperada para as barras de cereais. De acordo com Mei
Wee et al. (2018), os alimentos com baixa resiliéncia incluem alimentos
considerados macios, como puré de cenoura e fatias de maméao (0,11; 0,06,
respectivamente).

Em relacdo ao parametro de mastigabilidade, houve aumento da barra - BEX
em relacdo as demais formulacdes. A mastigabilidade de um material € expressa
pela energia necessaria para o0 processo de mastigagcdo, ou seja, para a
desintegracdo do alimento antes da degluticdo (SZCZESNIAK 2002; CHANDRA;
SHAMASUNDAR, 2015; MAU et al., 2017). Valores muito inferiores (0,35 a 2,82N)



77

do que os encontrados neste estudo para mastigabilidade foram relatados por
Samuel; Peerkhan, (2020) ao analisar a barra de proteina de milheto.

E pertinente destacar que existe uma diversidade de ingredientes,
formulacdes, diferentes métodos de preparo que dificultam possiveis comparacoes,

principalmente nos parametros de andlise instrumental.

5.2.2.4. Quantificagcdo de bixina nas barras de cereais

A determinacao do teor de bixina nas barras com extrato (BEX) e barras com
microparticulas (BMP) em solvente é mostrada na Figura 18. E possivel observar
que na barra de cereal com extrato - BEX, houve maior liberacdo em solvente da
bixina em relacao a liberagao em solvente da bixina de microparticulas presente na
barra de cereal - BMP, provavelmente devido a bixina estar livre e mais bem
destribuida nos ingredientes das barras com extrato, sendo mais facilmente

dissolvida no solvente. Ao contrario da bixina apisionada na microparticula.

Figura 18 - Concentracéo de bixina liberada das barras de cereais BEX e BMP em solvente.
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BEX - Barra com extrato e BMP - Barra com microparticula.
Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

As formulacdes de barras de cereais sdo excelentes matrizes alimenticias

para incorporacao de diversos ingredientes, com destaque para as fontes bioativas
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como a bixina, pois sdo preparadas em temperaturas amenas, além disso, sao
alimentos de facil introdugédo na rotina alimentar de consumidores de qualquer faixa

etaria.

5.4.1.1 Digestibilidade das barras de cereais

Os resultados da simulacdo da digestdo gastrointestinal in vitro das
formulagbes de barras de cereais sdo mostrados na Figura 19.

A formulacao de barras de cereais com microparticulas ativas, apresentou
maior liberacdo do que as barras de cereais contendo extrato, com alta
concentracdo na fase intestinal. A maior liberacdo de bixina das microparticulas
provavelmente estd associada a estabilidade e protecdo contra degradacgao, pelo
material da parede. As diferengcas observadas nos resultados da simulagcao
gastrointestinal das microparticulas em relacdo aos resultados obtidos para a
simulacdo gastrointestinal das barras de cereais podem estar relacionadas também
a composicao da matriz alimentar. Nas barras, a presenca de alguns ingredientes
como o mel, o 6leo do coco, pode ter favorecido a migracado de compostos o que
resultou na liberacdo de bixina ainda na fase gastrica, o que nao foi observado nos
ensaios de digestibilidade das microparticulas.

Em relagdo as barras com extratos, estas estdo mais expostos ao meio
ambiente, de forma mais livre e propensos a degradacao. Além disso, o extrato pode
apresentar baixa solubilidade em agua. O alto teor de bixina na fase intestinal é
muito importante e crucial, uma vez que os compostos bioativos liberados podem ser
absorvidos pelo trato gastrointestinal e distribuidos por diversas partes do corpo.
Além disso, a bixina é considerada um apocarotenoide com propriedades
antioxidantes, antiinflamatérias e protetora do organismo humano (ASHRAF et al.,
2023).
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Figura 19 - Simulacao in vitro das formulagdes de barras de cereais controle, com extrato de bixina e
com microparticulas de bixina.
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Fonte: Elaborada pela autora, 2022.

Esses resultados traz uma contribuicdo importante quanto ao uso de material
encapsulante protetor de compostos ativos, com beneficios a saude. Varios estudos
mostram que a bixina em concentragdes de 5 a 50 mg/mL foi eficaz para inibir o
desenvolvimento de células cancerigenas (NURCAHYANTI; KUSMITA; WINK, 2021;
ASHRAF et al., 2023). Neste estudo, a bixina encapsulada adicionada pela primeira
vez a barra de cereal, com liberacdo controlada, traz uma nova perspectiva para
utilizacdo como alimento ativo e saudavel pela industria.

Foram encontradas na literatura alguns trabalhos propondo formulagcées de
barras de cerais ativas. Favaro et al. (2020) produziram barras de cereais com
adicdo de extrato do fruto da palmeira jucara (Euterpe edulis) com alto teor de
antocianinas, e obtiveram barras com 74,07 a 87,8% de atividade antioxidante. Sung
et al. (2014) elaboraram barras de cereais contendo extrato de Allium fistulosum. O
consumo de barras com o extrato reduziu o peso corporal de camundongos obesos,
o acumulo de lipidios no figado e diminuiu os niveis de triacilglicerol, glicose e

insulina.
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6 CONCLUSAO

Microparticulas de hidrogel encapsuladas tiveram eficiéncia de
encapsulamento de bixina maior que 90%. De acordo com as caracterizacoes fisicas
(com excessao do MEV) e propriedades térmicas, nao foi identificado diferencas
significantivas em relacao aos dois processos de secagem estudados. A andlise por
microscopia de varredura (MEV) indicou uma superficie mais lisa para
microparticulas secas em estufa quando comparadas as microparticulas liofilizadas
(mais expansivas com superficie rugosa). Essa estrutura mais porosa, caracteristica
das microparticulas liofilizadas resultou em maior liberacdo de bixina (AGL). A
digestdo gastrointestinal in vitro mostrou um efeito significativo na digestdo dos
materiais encapsulantes, bem como na forma (Umida, secagem em estufa e
liofilizagao). A microparticula de alginato de gelatina liofilizada (AGLb) levou a maior
liberacdo de bixina na fase intestinal. A barra com extrato (BEX) apresentou maior
liberacdo de bixina em solvente organico e coloragdo mais intensa em relacao a
barra com microparticula. Por outro lado, quando testado in vitro nas fases oral,
gastrica e intestinal, as barras de cereias contendo bixina encapsuladas
apresentaram maior liberacdo, principalmente na fase intestinal. Além disso, as
barras de cereais nao diferiram estatisticamente em termos de dureza, forca de
cisalhamento, coesao e elasticidade. As barras de cereais com microparticula € uma
alternativa viavel para ampliacdo da producdo de um alimento saudavel com
propriedades ativas a serem incorporadas pelas industrias de alimentos.
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