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Resumo

ZIMMER, Tailise Beatriz Roll. Carotenoides microemulsionados: Estratégia para
enriquecimento de matriz alimentar aquosa. Tese (Doutorado) — Programa de
Po6s-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipossoluveis, muitos deles de cor intensa,
sintetizados por plantas e microrganismos. Nutricionalmente, estdo dentre os
componentes minoritarios mais importantes dos alimentos, pois agem como
antioxidantes e alguns sao precursores da vitamina A. No entanto, estes compostos
sdo quimicamente instaveis, requerendo estratégias para ampliar sua estabilidade
em produtos em que sao adicionados. Com base nisso, o estudo teve como obijetivo
desenvolver microemulsdes contendo carotenoides e avaliar as possibilidades para
a aplicacao deste sistema em uma matriz alimentar aquosa. No primeiro estudo,
consta uma revisdo bibliografica sobre informagbes acerca das técnicas mais
recentes de protecdo e aplicacdo de carotenoides em matrizes alimentares,
especialmente voltadas ao uso de nanotecnologias. Constata-se que os estudos
sobre sistemas de liberacdo para uso de carotenoides em alimentos s&do recentes,
com destaque para sua aplicagdo em iogurtes, havendo a necessidade de mais
pesquisas para ampliar sua aplicacdo em diferentes matrizes alimentares. No
segundo e terceiro estudo, sdo reportados o0s experimentos relativos ao
desenvolvimento de microemulsdes do tipo (O/A) incorporando B-caroteno (sintético)
e urucum (Bixa orellana) em suco clarificado de maga, com a respectiva avaliagéo
de algumas propriedades (antioxidantes, reoldgicas e estruturais) e da estabilidade
do produto (por tempo de armazenamento, por centrifugacdo e por condigdes
térmicas), bem como, avaliar o comportamento microbiolégico do suco clarificado de
maga microemulsionado com carotenoides durante 21 dias de armazenamento
refrigerado, e os diferentes atributos sensoriais na aceitagdo do produto pelos
consumidores. O produto desenvolvido apresentou clareza optica, cor mais intensa,
caracteristicas isotropicas, estabilidade sob aquecimento, comportamento
newtoniano e raio hidrodinamico na ordem de nanémetros; porém, com goticulas
assimétricas e polidispersas, e, além disso, baixos valores de potencial zeta e de
mobilidade. A amostra de suco de maca clarificado com microemulsédo de [3-caroteno
e Tween 20 apresentou pequeno desenvolvimento fungico no tempo de 21 dias de
estocagem, além disso, ndo foi observado desenvolvimento de bactérias acido
laticas em até 14 dias de armazenamento refrigerado. Sensorialmente a maca foi o
descritor mais perceptivel no teste de dominancia temporal das sensagdes (TDS).
Além, disso, os resultados indicaram a preferéncia pelas formulagdes com menor
porcentagem de Tween 20, independente do tipo de fonte de carotenoide utilizado, e
observou-se uma tendéncia de compra para a amostra de suco clarificado de maca
adicionada de urucum na forma de microemulsdo. Por fim, o presente trabalho
representa uma inovacdo neste campo de estudo em fungdo das limitadas
descricbes da literatura sobre a aplicagdo do sistema de microemulsédo (O/A)
visando o enriquecimento de carotenoides em matrizes alimentares aquosas.

Palavras—chave: carotenoides, tensoativos, microemulsées O/A, pigmentos,
vitamina A, suco clarificado de maca.



Abstract

ZIMMER, Tailise Beatriz Roll. Microemulsioned carotenoids: Strategy for
enrichment of aqueous food matrix. Tese (Doutorado) — Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

Carotenoids are fat-soluble natural pigments, many of them with intense color, which
are synthesized by plants and microorganisms. Nutritionally, they are among the
most important minority components of foods, as they act as antioxidants and some
are precursors of vitamin A. However, these compounds are chemically unstable,
requiring strategies to increase their stability in products to which they are added.
Therefore, the study aimed to develop microemulsions containing carotenoids and to
evaluate the possibilities of this system for application in an aqueous food matrix. The
first study contains a bibliographical review of information about the most recent
techniques for protecting and applying carotenoids in food matrices, especially
focused on the use of nanotechnology. It appears that studies on release systems for
the use of carotenoids in foods are recent, with emphasis on their application in
yogurts; therefore, more research is needed to expand their application in different
food matrices. The second and third study, experiments were related to the
development of microemulsions of the (O/W) type incorporating [-carotene
(synthetic) and annatto (Bixa orellana) in clarified apple juice. These studies reported
the evaluation of some properties (antioxidants, rheological and structural) and
product stability (by storage time, centrifugation and thermal conditions), as well as
evaluating the microbiological behavior of clarified apple juice microemulsified with
carotenoids during 21 days of refrigerated storage, and the different sensory
attributes in acceptance of the product by consumers. The developed product
presented optical clarity, more intense color, isotropic characteristics, stability under
heating, Newtonian behavior and hydrodynamic radius in the order of nanometers;
however, with asymmetric and polydisperse droplets, and, in addition, low values of
zeta potential and mobility. The sample of apple juice clarified with B-carotene and
Tween 20 microemulsion showed little fungal development within 21 days of storage,
in addition, no development of lactic acid bacteria was observed within 14 days of
refrigerated storage. Sensory, the apple was the most noticeable descriptor in the
temporal dominance of sensations (TDS) test. Furthermore, the results indicated a
preference for formulations with a lower percentage of Tween 20, regardless of the
type of carotenoid source used, and a purchasing trend was observed for the sample
of clarified apple juice added with annatto in the form of a microemulsion. Finally, the
present work represents an innovation in this field of study due to the limited
descriptions in the literature on the application of the microemulsion system (O/W)
aiming at the enrichment of carotenoids in aqueous food matrices.

Keywords: carotenoids, surfactants, O/W microemulsions, pigments, vitamin A,
clarified apple juice.
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1. Introdugao

Os carotenoides compreendem uma classe de pigmentos lipossoluveis
amplamente difundidas na natureza, apresentando usualmente estrutura
tetraterpendide com 40 atomos de carbono. Estes compostos possuem um sistema
de ligagdes duplas que constituem o grupo cromoforo responsavel pelas cores -
vermelho, laranja e amarelo, e sdo amplamente encontrados em plantas, e também
em animais e microrganismos (OTERO et al.,2019). No entanto, fatores limitam a
incorporagao de carotenoides em muitos alimentos e bebidas, devido a sua baixa
solubilidade em agua, alta hidrofobicidade, alto ponto de fusdo e alta suscetibilidade
a degradacgao quimica (QIAN et al.,2012; CHAARI et al., 2018).

Em revisdo bibliografica realizada por ZIMMER e colaboradores (2021) foi
possivel obter informagdes sobre as principais nanotecnologias utilizadas para
aplicagao de carotenoides em alimentos, e verificar que ha caréncia de estudos
voltada para a incorporacao de carotenoides em matrizes alimentares aquosas.

Os sistemas a base de emulsdo sao particularmente adequados para
incorporar e fornecer componentes lipofilicos, como os carotenoides (QIAN et al.,
2012) em matrizes alimentares aquosas. Dentre os sistemas, destacam-se as
microemulsdes que consistem em goticulas pequenas (£ 100 nm) de déleo-em-agua
(O/A) ou agua-em-6leo (A/O), as quais demonstram grande potencial por
dissolverem tanto compostos lipossoluveis, como compostos bioativos lipofilicos, tais
como [-caroteno e acidos graxos essenciais, quanto compostos hidrossoluveis,
como os polifendis (HOLKEM et al., 2015; LEONG et al., 2009; MCCLEMENTS,
2012; SOLANS et al., 2005). As microemulsbdes sédo sistemas formados por 6leo,
agua e tensoativo (s), opticamente transparentes e termodinamicamente estaveis
(TARTARO et al., 2020).

Em 1959, Schulman propés chamar este sistema de “microemulsdo”, no
entanto, o prefixo “micro” foi usado no sentido de “muito pequeno”, sem qualquer
ligacdo com a escala de comprimento real (EVANS et al.,1999). No entanto, a
transparéncia optica das microemulsdes implica que sua microestrutura deve ser
caracterizada por escalas de comprimento abaixo de 100 nm (TARTARO et al.,
2020).

O tamanho das goticulas em uma microemulsdo é um fator importante e esta

relacionado a sua estabilidade. Este sistema tem alta capacidade de solubilizacéo
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de compostos hidrofilicos e lipofilicos, permitindo estabilizar as substancias
incorporadas e protegé-las de reagbes de degradacdo (FASOLIN et al., 2012;
MCCLEMENTS, 2011). Estes sistemas podem ser uteis para o preparo de
formulagdes alimentares, devido a sua capacidade de solubilizar compostos
funcionais (SHAH, 2018).

A inclusdo de carotenoides, como o B-caroteno e do urucum, em sucos pode
ser viabilizada sob a forma de microemulsdo, que além de ampliar a solubilidade,
paralelamente, pode promover a redugao ou prevengao da degradagao desses
compostos. A aplicacdo de microemulsdes se torna cada vez mais promissora na
industria de alimentos, devido a vantagem da estabilidade e transparéncia éptica dos
sistemas microemulsionados (SAIFULLAH et al., 2016).

O B-caroteno € um pigmento de cor vermelha, encontrado em plantas e
animais, € um dos carotenoides mais amplamente investigados devido as suas
propriedades pro-vitamina A, antioxidantes e anticancerigenas; no entanto, a
bioatividade do B-caroteno é restrita devido a sua baixa estabilidade (JAIN et
al.,2019). Ja, o urucum ¢é o fruto de uma pequena arvore ou arbusto tropical, Bixa
orellana L. (Bixaceae), cujo pericarpo das sementes contém quantidades
expressivas de carotenoides. O pigmento do urucum € usado para conferir cores
amarelas a vermelhas em inumeros produtos, incluindo manteiga, margarina,
salsicha, queijo processado, molhos para salada, confeitos e em produtos de
panificacdo (SHAKERI et al., 2018).

Os sucos de frutas consistem em bebidas nutritivas e podem desempenhar um
papel importante em uma dieta saudavel, por oferecerem sabor agradavel e uma
variedade de nutrientes encontrados naturalmente nas frutas (SALEHI, 2020). No
entanto, as alteragdes de atributos sensoriais (cor e aroma) e a redugao do valor
nutricional (vitaminas e antioxidantes) podem ocorrer apds as etapas de
processamento e estocagem destes produtos (ONSEKIZOGLU, 2013).

Um dos desafios para aplicagdo de microemulsdes em alimentos € encontrar
componentes compativeis (SCHULZ et al., 2011) para a aplicagdo em matrizes
alimentares. Os monoglicerideos (sintese do 6leo de linhaga-HOBUSS et al., 2020),
assim como o monolaurato de polioxietileno sorbitano (Tween 20), surfactantes n&o
idnicos, sao tensoativos com uso aprovado pela legislagdo brasileira para grande
parte dos produtos alimenticios (BRASIL, 2001; BRASIL, 2010; BRASIL, 2013).
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Além disso, sabe-se que a qualidade microbiolégica e a aceitacdo sensorial do
produto alimenticio desenvolvido sao necessarias para compreender o
comportamento microbiolégico durante seu armazenamento e a influéncia dos

diferentes atributos sensoriais na aceitacdo pelos consumidores.

2. Objetivos
2.1. Objetivo Geral

Enriguecer uma matriz alimentar aquosa com carotenoides, empregando

microemulsdes do tipo O/A.
2.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver microemulsdes contendo duas diferentes fontes de carotenoides
em uma matriz alimentar aquosa (suco clarificado comercial de maca).

e Monitorar a estabilidade dos carotenoides no suco clarificado de maca
microemulsionado através do conteudo de carotenoides.

e Monitorar a estabilidade do suco microemulsionado por centrifugacéo e sob
aquecimento.

e Avaliar as propriedades antioxidantes e reolégicas no suco
microemulsionado.

e Avaliar as caracteristicas das microemulsées formadas mediante analises
fisico-quimicas, de estabilidade, raio hidrodinamico, indice de polidispersao,
potencial zeta, condutividade e a mobilidade eletroforética.

e Avaliar sensorialmente o suco clarificado de magad microemulsionado com
carotenoides.

e Avaliar a estabilidade microbiolégica do suco de mag¢éd microemulsionado com
carotenoides durante o periodo de 21 dias de armazenamento.
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3. Estudo 1 - Métodos de protecao e aplicacao de carotenoides em alimentos -
Uma revisao bibliografica

Publicado no periddico Food Bioscience - https://doi.org/10.1016/j.fbio.2022.101829

Resumo

A principal novidade do trabalho foi realizar uma revisdo completa de dados
cientificos sobre técnicas recentes de protecdo e aplicagdo de carotenoides em
matrizes alimentares, especialmente voltadas para o uso de nanotecnologias. Os
carotenoides sao pigmentos derivados de plantas e microrganismos que
desempenham um papel muito importante nos sistemas biolégicos. Eles tém muitos
beneficios para a saude que atraem o interesse de pesquisadores e consumidores;
no entanto, sdo quimicamente instaveis, restringindo sua aplicagdo em produtos
alimenticios e farmacéuticos. As nanotecnologias relacionadas a encapsulamentos e
emulsdes podem ser utilizadas para proteger os carotenoides e manter suas
caracteristicas originais durante o processamento, armazenamento e digestdo, além
de melhorar suas propriedades fisico-quimicas e aumentar os efeitos positivos de
seu consumo. Existem varias técnicas que podem ser utilizadas para este fim; no
entanto, este estudo teve como objetivo informar de forma sucinta e compacta as
técnicas existentes. Constatou-se que os estudos sobre sistemas de liberagdo para
uso de carotenoides em alimentos sdo bastante recentes, com énfase para sua
aplicacdo em iogurtes. Destaca-se a necessidade de mais pesquisas, ampliando sua
aplicagao em diferentes matrizes alimentares.

Palavras-chave: nanotecnologias, pigmentos, conservagéo, saude, fortificagao.

1. Introducao

A coloracéo dos alimentos € determinada pela presencga de pigmentos naturais
ou pela adicdo de corantes sintéticos. Os pigmentos naturais, além de conferirem
cor, podem trazer beneficios a saude humana, auxiliando na protecdo do organismo
e na prevencéo de diversas doengas (ROCHA; REED, 2014).

A utilizacdo dos pigmentos naturais em alimentos tem aumentado devido a
preocupagao dos consumidores com os possiveis efeitos prejudiciais ao organismo
das substancias sintéticas (DUFOSSE, 2006). Os pigmentos dos vegetais podem ser
classificados em quatro principais categorias: compostos heterociclicos de estrutura
tetrapirrdlica (clorofilas e hemepigmentos), carotenoides, flavonoides e betalainas.
Dentre estes, os carotenoides destacam-se, porque além de cor, podem contribuir
para o enriquecimento nutricional dos alimentos (ROCHA; REED, 2014).

Os carotenoides sdo pigmentos lipossoluveis de cor intensa, sintetizados por

plantas e micro-organismos e estdo presentes principalmente em frutas, vegetais,
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algas e peixes (URSACHE et al., 2018; CHAARI et al., 2018). Juntamente com
outros compostos funcionais, os carotenoides estdo sendo amplamente utilizados
como ingredientes ativos em uma grande variedade de produtos alimenticios,
principalmente como corantes e aditivos alimentares (SILVA et al., 2011; RIVERA et
al.,2012).

Alimentos ricos em carotenoides podem ser importantes como compostos
nutracéuticos, ou seja, desempenhando o papel de precursores da vitamina A ou
como antioxidantes. Seu consumo esta relacionado com a prevengao de varias
doengas cronicas, incluindo cancer de pele e doengas cardiovasculares (KHOO et
al., 2011; NDAYISHIMIYE et al., 2017; BOEUF, 2011; VOUTILAINEN et al., 2006).

A aplicacdo de carotenoides naturais como corante em alimentos pode ser
limitada pela instabilidade frente a determinadas condi¢cdes intrinsecas ou de
processamento. Estes compostos sdo instaveis a altas temperaturas, na presenca
de luz e de oxigénio (MEDEIROS et al., 2016). Ainda, outros fatores limitam
incorporar carotenoides em produtos alimenticios e bebidas, dentre eles, a baixa
solubilidade em agua, o alto ponto de fusdo e a alta suscetibilidade a degradacgéao
quimica (QIAN et al., 2012).

Diversas estratégias, tanto para a elaboragdo de alimentos funcionais quanto
para aplicacdes farmacéuticas, podem ser usadas para aumentar a solubilizagao,
estabilidade, bioacessibilidade e bioatividade de compostos nutracéuticos pouco
soluveis em agua, como os carotenoides (FLANAGAN; SINGH, 2006). Estudos
estdo sendo realizados visando a utilizagado de sistemas de entrega adequados para
protegé-los contra processos de oxidagdo e disponibilizar componentes bioativos
lipofilicos como os carotenoides (QIAN et al., 2012; JAFARI et al.,2017; JAFARI;
MCCLEMENTS, 2017; KATOUZIAN; JAFARI, 2016).

Com base no exposto, esta revisdo visou compilar dados da literatura sobre as
técnicas utilizadas para a protecdo de carotenoides visando sua aplicagdo em
matrizes alimentares, além de compilar informacdes sobre os carotenoides naturais,

destacando os principais compostos do grupo.

2. Carotenoides

Os carotenoides s&o pigmentos naturais encontrados em frutas e vegetais, mas

também em plantas, algas e bactérias fotossintéticas. Os seres humanos ndo podem
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sintetizar carotenoides e devem ingeri-los por meio da alimentacdo ou por
suplementacao, pois os carotenoides possuem uma série de funcdes importantes ao
organismo humano (EGGERSDORFER et al., 2018).

Existe uma grande diversidade destes compostos lipossoluveis, tendo relatos
de cerca de 850 tipos distintos, todos de ocorréncia natural (MAOKA, 2020).
Segundo RAO e RAO (2007) cerca de 40 tipos de carotenoides estao presentes na
dieta humana e aproximadamente 20 deles foram identificados no sangue e em

tecidos humanos, com destaque para B-caroteno, licopeno, luteina e zeaxantina

|\\\\\\\\\

(Figura 1).

[3- caroteno
N WA N
Licopeno
N
AL PN NN\
(o)
Luteina

Zeaxantina

Figura 1. Formula estrutural dos principais carotenoides.

Os principais beneficios associados aos carotenoides podem ser explicados
pelo seu poder antioxidante (FIEDOR et al. 2014), ou seja, os carotenoides
apresentam mecanismos de acgao fisica ou quimica que neutralizam os efeitos das
espécies reativas de oxigénio (EROs), por um mecanismo que envolve transferéncia
de energia. Neste processo (Figura 2), o oxigénio singlete ('0,) transfere a energia
de excitagc&o para a molécula de carotenoide, e converte-se em oxigénio triplete (n&o
reativo), e em seguida, ha a dissipacdo da energia de excitagdo por meio de
interagdes rotacionais e vibracionais que regeneram a molécula original do
carotenoide (KRINSKY, 1989; RAMEL et al., 2012).
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Oxigeénio triplo Licopeno no estado excitado

*Capacidade de quelar 'O:

Figura 2. Agao do licopeno na presenga do 0, (Adaptado de UENOJO et al. 2007).

Alguns carotenoides demonstram funcbes fisiolégicas, como atividade
provitamina A (JOMOVA; VALKO, 2013; NEVILLE et al., 2013; WALK et al., 2017)
como, por exemplo, o B-caroteno. Outros, como a luteina e a zeaxantina, constituem
o pigmento macular do olho. Existem evidéncias de que os carotenoides, além dos
beneficios a saude ocular, também produzem melhorias na fungéo cognitiva e na
saude cardiovascular, e podem ajudar a prevenir alguns tipos de cancer
(EGGERSDORFER et al., 2018).

Os carotenoides sdo conhecidos pela diversidade estrutural e por um sistema
de duplas ligagcbes conjugadas localizado centralmente, que serve como cromdéforo,
sendo essencial para multiplas funcoes e agdes (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Sao
isoprenoides com uma estrutura de polieno que contém um numero variavel de
ligacbes duplas conjugadas, que confere aos carotenoides a propriedade de
absorver a luz visivel, resultando em sua coloracdo caracteristica na faixa do
amarelo ao vermelho (RODRIGUEZ-CONCEPCION et al., 2018), tornando-os
propensos a isomerizagao e oxidagao (RODRIGUEZ-AMAYA, 2019).

A instabilidade €& o principal problema relacionado aos carotenoides,
influenciada pela prépria natureza destes compostos, sendo que a degradagéao dos
carotenoides é acentuada pela destruicdo da estrutura celular do alimento, que
ocorre pela maior area de superficie ou porosidade, duragdo e severidade das

condicbes de processamento, duragdo e condigdes inadequadas de
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armazenamento, e pela permeabilidade do material de embalagem ao oxigénio e a
exposicéo a luz (RODRIGUEZ-AMAYA, 2015).

2.1. Principais carotenoides naturais

2.1.1. B-caroteno

O B-caroteno é encontrado em diversos vegetais como cenoura, abdbora,
manga e mamao, sendo o carotenoide que possui maior atividade de provitamina A
(SILVA et al., 2010).

Nem todo o carotenoide apresenta atividade provitamina A, para isso, a
molécula deve conter, no minimo, 11 atomos de carbonos, pelo menos um anel 3
(beta) ndo substituido, e duplas ligagdes conjugadas, como as moléculas de [-
caroteno, y-caroteno, a-caroteno, [(B-criptoxantina e a- criptoxatina. Entretanto, o -
caroteno é o unico capaz de gerar duas moléculas de retinol (RODRIGUEZ-AMAYA,
2001; MESQUITA et al., 2017).

Os carotenoides com atividade provitamina A (Figura 3), uma vez ingeridos,
sdo absorvidos e convertidos a retinal no intestino. A molécula de retinal, por sua
vez, é convertida a retinol e, em seguida, € transportada para o figado, onde é
armazenada (AMBROSIO et al., 2006; MESQUITA et al., 2017).

[3- caroteno

Retinol ( Vitamina A)

Figura 3. Transformacgao do B-caroteno em vitamina A
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2.1.2. Licopeno

O licopeno esta presente em frutas e vegetais, sendo responsavel pela
pigmentacdo vermelha (ALDA et al., 2009; ORDONEZ-SANTOS; LEDEZMA-
REALPE, 2013). Este composto € um corante alimentar muito utilizado no setor de
alimentos funcionais e também na produgdo de cosméticos (ZUORRO et al., 2012).
Além disso, o licopeno apresenta um valor agregado crescente como um importante
ingrediente bioativo, com diversas propriedades biolégicas (CASEIRO et al., 2020).

Devido ao grande numero de ligagbes dienos conjugadas, o licopeno é um dos
melhores absorvedores de oxigénio singlete entre os carotenoides naturais e
funciona como um potente antioxidante. Ainda, consegue reduzir a mutagénese e,
em concentragdes fisioldgicas, pode inibir o crescimento de células humanas
cancerigenas, especialmente em cancer de prostata, sem evidéncia de efeitos
toxicos ou apoptose celular. O tomate é a fonte vegetal mais rica em licopeno
(SILVA et al., 2010; SCOLASTICI et al., 2007; BLUM et al., 2005).

No entanto, a biodisponibilidade do licopeno (Figura 4) pode estar relacionada
as formas isoméricas. Apesar de o licopeno estar presente nos alimentos, em sua
maioria, na forma de trans-isémero (80% a 97%), parece ser o cis-isbmero a forma
mais encontrada e a mais bem absorvida no corpo humano (MORITZ &
TRAMONTE, 2006).

x A e V.70 T n Y Y e e N

trans- Licopeno

Figura 4. Formas isoméricas frans e cis do licopeno.
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2.1.3. Luteina

A luteina € uma xantofila resultante do processo de hidroxilacdo de a-caroteno.
Durante a maturagao dos frutos, a conversao da luteina provoca uma diminuicdo nos
niveis de a-caroteno (SILVA et al. 2010). Este carotenoide diidroxilado (Esquema 1 e
2) de coloragdo amarela atua como antioxidante, protegendo as células dos danos
oxidativos e, consequentemente, reduzindo o risco de desenvolvimento de algumas
doengas cronicas degenerativas, uma vez que o stress oxidativo e a atuagédo dos
radicais livres sdo os maiores fatores associados a iniciagdo e propagacao do
desenvolvimento destas doencas (STRINGHETA et al.,, 2009; MARINOVA;
RIBAROVA, 2007).

RADICAL (R®) + CAROTENOIDE(H) — RADICAL( RH) + *CAROTENOIDE

Esquema 1. Agao da luteina ou zeaxantina frente a um radical livre

*CAROTENOIDE + O, — RADICAL PEROXIDO (ROy)*

Esquema 2. Formacao de peroxido a partir da luteina ou zexantina na presencga de O,. Adaptado de
UENOJO et al., 2007.

Além de estar presente em varios alimentos comuns como no meldo, pimentao
amarelo, laranja, milho, cenoura, salm&o, a gema de ovo pode ser uma fonte
essencial de luteina, pois o alto teor de gordura da gema melhora a absorgcao desse
composto. O papel da luteina na saude humana, particularmente na saude ocular,
foi bem estabelecido a partir de estudos epidemiolégicos e clinicos (ABDEL-AAL et
al., 2013).

A luteina e a zeaxantina sdo seletivamente acumuladas na macula, estrutura
localizada na retina que promove maior acuidade visual, e nela vao atuar como
potentes antioxidantes biolégicos. Servem como filtros de luz azul eficientes,
extinguindo espécies reativas de oxigénio (EROs) formadas durante a foto excitagéo
(NWACHUKWU et al., 2016; PANOVA et al., 2017). Doengas degenerativas podem
afetar a macula, principalmente em individuos com mais de 65 anos, e esse fato
aumenta a necessidade de inclusdo de alimentos ricos em luteina na dieta alimentar
(ABDEL-AAL et al., 2013; BARKER et al., 2011; NWACHUKWU et al., 2016).
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2.1.4. Zeaxantina

A zeaxantina € uma xantofila resultante do processo de hidroxilagdo do B-
caroteno, que no processo de maturacao dos frutos leva a diminuicdo nos niveis de
seu precursor (SILVA et al. 2010).

A luteina e a zeaxantina apresentam estrutura quimica muito similar,
dificultando distingui-las analiticamente. Ambas possuem o mesmo numero de
ligagcdes duplas na cadeia, poréem ha uma diferenga na posigcdo de uma dessas
duplas ligagdes no anel, e essa posigao faz da zeaxantina um melhor antioxidante,
por apresentar uma dupla ligagao conjugada a mais do que a luteina (STRINGHETA
et al., 2009).

Os beneficios da luteina e da zeaxantina em humanos estdo presentes na
saude dos olhos, no entanto, estudos recentes sugerem que ambas podem ser
benéficas ao coracdo, reduzindo o risco de doencgas cardiovasculares, além de
proteger a pele dos danos causados por radiagao UV (SANTOCONO et al., 2007;
MARINOVA; RIBAVORA, 2007).

3. Encapsulamento de carotenoides

O encapsulamento € um processo fisico-quimico que visa aprisionar uma
substancia ativa em microssistemas ou nanossistemas de engenharia estrutural, a
fim de desenvolver uma barreira termodinamica e fisica eficaz contra as condigdes
ambientais que possam afetar determinados compostos, como vapor de agua,
oxigénio, luz, enzimas ou variagbes de pH. O método de encapsulamento de
carotenoides tem demonstrado ser uma estratégia bastante eficaz para melhorar a
estabilidade quimica destes compostos em condigdes comuns de processamento e
de armazenamento. Além disso, a encapsulacdo também pode aumentar a
biodisponibilidade (influenciando a bioacessibilidade e a absor¢do) de compostos
bioativos lipofilicos, por meio da modulacédo de sua cinética de liberacdo no sistema
transportador, a solubilidade e propriedades interfaciais (SOUKOULIS; BOHN,
2018).

Segundo EUN et al. (2020) as tecnologias de encapsulamento protegem o
material contra a degradacédo e conseguem liberar substancias bioativas individuais

ou combinadas durante o processamento, bem como desenvolver varios produtos
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alimentares funcionais. Além disso, os agentes encapsulantes podem ser usados
para aumentar a estabilidade dos carotenoides e formar uma barreira entre o nucleo
e os materiais da parede, sendo um dos fatores mais importantes no processo de
encapsulamento.

O encapsulamento pode ser definido como um método de aprisionar uma
substéncia dentro de outras, produzindo particulas com didametros de alguns
nandmetros (nm) a alguns milimetros (mm), sendo que, o material aprisionado é
geralmente um liquido, mas pode ser um soélido ou um gas. O principal motivo do
uso do encapsulamento consiste na instabilidade de alguns nutrientes por nao
permanecerem nos alimentos por um periodo significativo de tempo ou por reagirem
com outros componentes, causando efeitos indesejaveis (ZUIDAM; NEDOVIC,
2010).

Existem duas técnicas de encapsulamento: micro e nanoencapsulagdo. A
microencapsulagdo é uma tecnologia que pode melhorar o tempo de retengcdo do
nutriente nos alimentos e permitir a liberagao controlada em momentos especificos
durante o consumo alimentar ou no intestino. A nanoencapsulacdo tem o potencial
de proteger ingredientes alimentares bioativos sensiveis de condi¢gdes ambientais
desfavoraveis, aumentar a solubilizagdo, melhorar o mascaramento de sabor e odor,
e aumentar a biodisponibilidade de ingredientes funcionais pouco absorviveis
(BRATOVCIC; SULJAGIC, 2019). Tanto para microencapsulagdo quanto para a
nanoencapsulacao de carotenoides, podem ser utilizadas diferentes metodologias

de encapsulamento.

3.1. Encapsulamento por hidrogéis

Os hidrogéis sado definidos como sistemas ou materiais sélidos e translucidos,
na forma de redes poliméricas tridimensionais, capazes de reter uma grande
quantidade de fluidos (ABAEE et al., 2017), podendo reter até 90% da agua em suas
redes (TAVSANLI; OKAY, 2019).

Na técnica de producao dos hidrogéis, a fase fluida é gelificada por ajuste de
temperatura, agentes de reticulagdo ou acidificagao, ou adi¢ao de ions multivalentes
(Ahmed, 2015), possibilitando a encapsulagdo de bioativos hidrofilicos e lipofilicos,
além de protecdo contra a degradacéo e liberagdo direcionada (SHISHIR et al.,
2018; ZHANG et al., 2015).
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Em estudo de ZHANG e colaboradores (2016) o 3-caroteno foi incorporado em
nanoemulsdo livre e em gotas de hidrogel de alginato. Os autores avaliaram a
estabilidade quimica e a digestao no trato gastrointestinal, em condi¢des simuladas.
O B-caroteno encapsulado em goticulas de lipidios livres (nanoemulsdes) foi
altamente instavel frente a degradagdo quimica, quando armazenado em
temperaturas elevadas, e o contrario ocorreu com as goticulas de lipidios
carregadas com [-caroteno em hidrogel, que demonstraram maior estabilidade
quimica. No entanto, o B-caroteno encapsulado apresentou maior bioacessibilidade

em goticulas de lipidios livres (nanoemulsdes) do que em gotas de hidrogel.

3.2. Encapsulamento por spray drying

Spray drying €& a tecnologia de microencapsulagdo mais utilizada
industrialmente, por ser rapida, simples e de baixo custo, comparada com outras
técnicas. O processo consiste na atomizacdo de uma emulsdo ou dispersdao numa
camara com circulagdo de ar quente, resultando em particulas micrométricas secas
(BAKRY et al., 2016).

A secagem por spray drying oferece varias vantagens, como a conversédo de
liquidos e gases em pds, sendo mais faceis de manusear; possibilita ainda mascarar
sabores desagradaveis; aumento da dispersibilidade de compostos hidrofobicos em
agua (uma vez que os materiais transportadores sdo geralmente soluveis em agua);
aumento da estabilidade de substancias sensiveis durante o processamento e
armazenamento de alimentos; e liberacdo controlada de compostos bioativos
durante sua passagem pelo trato gastrointestinal (ASSADPOUR; JAFARI, 2019;
LAN et al., 2018; OSTROSCHlI et al., 2018; SOUZA et al., 2015).

Em estudo realizado por FREITAS et al. (2021), foi obtido um pd por spray
drying, a partir de 6leo de tucuma rico em carotenoides, sendo avaliadas as
propriedades fisico-quimicas, estabilidade de armazenamento e a digestao in vitro.
O estudo constatou a potencialidade do produto para incorporacdo em alimentos
processados como ingrediente funcional, uma vez que, o mesmo foi estavel durante
0 armazenamento a temperatura ambiente e também quando submetido a altas
temperaturas, como as empregadas no processamento de alimentos.

Em outro estudo, foram investigados os efeitos da secagem por spray drying

em Gac (Momordica cochinchinensis), frutos ricos em carotenoides. O uso da
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temperatura de 120 °C e de maltodextrina na concentragdo de 10% (p /v)
proporcionou a obtencao de pé de Gac com boa qualidade em relagao a cor, teor de

carotenoides e atividade antioxidante (TUYEN et al., 2010).

3.3. Encapsulamento por liofilizagao

A liofilizagdo, também denominada de freeze drying, tem a sublimagdo como o
seu principal processo, em que a agua € convertida diretamente em vapor, sem
passar pelo estado liquido, em sistema a vacuo (BAKRY et al., 2016).

Na técnica de liofilizagdo os componentes dos alimentos n&o ficam expostos ao
aquecimento térmico, resultando em um produto final com melhor qualidade, sendo
frequentemente usada para os componentes que sao sensiveis a degradagao pelo
calor, como pigmentos, proteinas, fermentos, dentre outros (CIURZYNSKA,;
LENART, 2011). Em fungdo de suas caracteristicas, esta técnica de
encapsulamento oferece boa protegdo aos carotenoides (SUTTER et al.,, 2007;
AROF et al, 2018), sendo aplicada com sucesso para fortificagcbes e
suplementag¢des de alimentos com caroteno (GOULA; ADAMOPOULOS, 2012). A
transformacdo do pigmento bruto em pd encapsulado, aumenta a versatilidade de
aplicacao e facilita a incorporacdo do pigmento colorido em diferentes matrizes
alimentares.

Em estudo realizado por SHARMA e colaboradores (2020), a técnica de
liofilizacdo foi usada para encapsular caroteno extraido dos residuos de Cucurbita
maxima. As propriedades fisico-quimicas avaliadas demonstraram que o po
encapsulado era propicio para consumo direto ou para reconstituicdo em agua,
podendo também ser usado como um corante natural ou ingrediente funcional em

produtos alimenticios.

3.4. Encapsulamento por co-cristalizagao

A co-cristalizacdo € um método de encapsulamento que despertou o interesse
dos pesquisadores nos ultimos anos devido a simplicidade do seu funcionamento
(LOPEZ-CORDOBA et al., 2018). Neste processo, o ingrediente ativo é introduzido
na solucdo de sacarose supersaturada para obter a cristalizagdo simultanea, que
auxilia no aprisionamento do componente ativo na sacarose (BHANDARI; HARTEL,
2002). A estrutura cristalina solida e perfeita da sacarose € convertida em cristais
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aglomerados (tamanho inferior a 30 ym), irregulares e porosos, que fornecem um
espaco vazio consideravel e uma area de superficie aumentada para a incorporagao
do ingrediente ativo (LABELL,1991; BHANDARI; HARTEL, 2002; SAVJANI, 2015).

O uso de co-cristalizagao € mais comum na industria farmacéutica do que na
industria alimentar, no entanto, pesquisadores tém seus esforcos focados na
otimizacdo do encapsulamento de componentes bioativos em alimentos por co-
cristalizagao com sacarose (CHEZANOGLOU; GOULA, 2021).

A co-cristalizacdo em sacarose € um método de encapsulamento novo, simples
e econdmico, que permite a incorporacdo de componentes bioativos na forma de po
estabilizado, ampliando a preservagdo dos encapsulados (JACKSON; LEE, 1991;
LOPEZ-CORDOBA et al., 2014). A incorporacéo cuidadosa do ingrediente ativo inibe
a cristalizacdo prematura de sacarose, 0 que permite que 0 processo prossiga em
taxas gerenciaveis e reprodutiveis, e também melhora a funcionalidade do produto
co-cristalizado (BHANDARI et al., 1998). Além disso, a cristalizagdo do ingrediente
ativo também pode ocorrer durante o armazenamento, dependendo das condicoes
de temperatura e umidade (SARDAR; SINGHAL, 2013). Para a cristalizagcéo
espontanea do xarope de sacarose (95-97°Brix) € necessario temperatura alta
(acima de 120 °C) e baixa umidade, sendo um segundo ingrediente adicionado no
momento da cristalizacdo espontédnea (BHANDARI et al., 1998).

A co-cristalizacdo com sacarose pode melhorar a dissolucéo, dispersibilidade,
homogeneidade, higroscopicidade, hidratacdo, propriedades antiaglomerantes e
estabilidade térmica do material encapsulado (SANJAY et al., 2014).

Em estudo realizado por KAUR e colaboradores (2021) foi possivel encapsular
compostos antioxidantes e carotenoides naturais do extrato de cenouras em
sacarose, sendo que o0s co-cristais desenvolvidos apresentaram baixo teor de
umidade, baixa higroscopicidade, alta eficiéncia de encapsulacdo e estrutura
cristalina aprimorada. Os autores concluiram que os co-cristais encapsulados em
carotenoides podem ser usados diretamente como corante, adocante e antioxidante

no desenvolvimento de diferentes produtos alimenticios.

3.5. Encapsulamento por lipossomas

Os lipossomas s&o sistemas de membrana em bicamada formados pela

automontagem de fosfolipidios, onde o compartimento aquoso e a bicamada lipidica
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podem encapsular nutracéuticos, hidrofilicos, hidrofébicos e anfifilicos, mas,
recentemente os lipossomas foram desenvolvidos para a entrega de nutracéuticos,
como luteina, quercetina e kaempferol (HUANG et al., 2017; RAMEZANZADE et al.,
2017; TAN et al., 2013; TAN et al., 2014; WU et al., 2019). Os principais fosfolipidios
usados em lipossomas sao lecitina de soja, lecitina de ovo, lecitina marinha e
fosfolipidio de leite (AKBARZADEH et al., 2013; IMRAN et al., 2015; THOMPSON et
al., 2007).

Estes sistemas sao especialmente importantes porque tém o potencial de
encapsular substancias lipofilicas de interesse para aplicagdes em alimentos, como,
por exemplo, vitamina E, 6leos essenciais, peptideos hidrofébicos, polifendis, L-
carnosina e carotenoides (REZA MOZAFARI et al., 2008; TAYLOR et al., 2005;
TONIAZZO et al., 2014). No geral, os lipossomas sao naturais, biodegradaveis e néo
toéxicos, apresentam boa estabilidade e, permitem a liberacdo controlada de
compostos bioativos sob temperatura especifica (acima do ponto de fusdo dos
fosfolipidios: 180 °C — 200 °C) (GOUIN, 2004).

A produgdo de lipossomas em seu estado seco (prolipossomos) é
particularmente mais relevante para a industria de alimentos. Neste caso o processo
€ combinado com métodos de secagem por pulverizagdo, congelamento ou
precipitacdo de fluido supercritico, representando uma alternativa econdmica e
sustentavel para encapsulamento (ALVES; SANTANA, 2004; XIA et al., 2012;
MORAES et al., 2013). O método de secagem por pulverizagdo € o mais comum e
usado na industria alimenticia, sendo o mais recomendado para tais aplicagdes.

Os prolipossomos sdo também denominados de pé de fosfolipidios. A partir da
hidratacdo dessas particulas, sob agitacdo controlada e condigbes de temperatura
(acima da transicdo de fase cristalina do liquido), podem ser reconstituidos os
lipossomas (ELHISSI et al., 2006; XIA et al., 2012).

MORAES e colaboradores (2013) relataram que a tecnologia de prolipossomos
pode ser usada para desenvolver veiculos para aprisionar B-caroteno, com
propriedades tecnoldgicas boas (densidade, solubilidade e higroscopicidade) e alta
capacidade de encapsulacéo (até 100%). No referido experimento, a degradagao foi
inferior a 8%, sob armazenamento a vacuo durante 60 dias, e de 30%, quando em

contato com ar.
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3.6. Encapsulamento por electrospinning

Entre as diferentes técnicas de encapsulamento de carotenoides, a técnica de
eletrofiacdo ou eletrospinning vem ganhando destaque, devido a sua versatilidade,
simplicidade, relagdo custo-beneficio. As nanofibras produzidas por eletrospinning
possuem muitas vantagens estruturais e funcionais, como uma grande relagao
superficie-volume, devido a alta porosidade, alta eficiéncia de encapsulamento e
sem aplicagdo de calor, proporcionando elevada estabilidade dos compostos
encapsulados (ZHANG et al., 2005; BHARDWAJ; KUNDU, 2010).

Electrospinning € uma técnica que depende da repulsao eletrostatica entre as
cargas superficiais para extrair continuamente nanofibras de um fluido viscoelastico
(solucéo polimérica) (XUE, et al., 2017).

Para o funcionamento do eletrospinning, uma mistura de uma solugdo de
polimero liquido é injetada em uma seringa com didametro de agulha variavel, e
quando a alta tenséo é aplicada o polimero € bombeado continuamente através da
pontada agulha, assim as goticulas passam a ter uma forma conica. Apos atingir um
limite, a forma cbnica da solugdo de polimero atua como um fluxo de fluido de jato e
a solucgao de polimero é fundida em uma placa coletora, pela aplicacdo de correntes
elétricas, enquanto o solvente é evaporado, permitindo o alongamento do jato
(KATSOGIANNIS, et al., 2015).

Em trabalho realizado por HORUZ e BELIBAGLI (2018), carotenoides extraidos
da casca de tomate foram encapsulados com sucesso em nanofibras de gelatina. Os
autores concluiram que a eletrofiacdo € uma forma eficaz de estabilizar os
carotenoides e melhorar sua solubilidade em agua, sendo promissor utiliza-los no

processamento de alimentos, principalmente em matriz alimentar aquosa.

4. Emulsoes envolvendo carotenoides

Emulsdes sao sistemas coloidais largamente utilizados pela industria de
alimentos, consistem em uma mistura, dispersdo ou suspensdo de dois, ou mais
liquidos imisciveis, geralmente, 6leo e agua. Esses sistemas apresentam uma fase
dispersa, em forma de gotas esféricas e pequenas com diametro, de 0,1 a 100 ym,
em uma fase continua (MCCLEMENTS, 2011; LAM; NICKERSON, 2013; PEREIRA;
GARCIA-ROJAS, 2015). Emulsdes simples 6leo/agua (O/A) sao formadas por gotas
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de oleo, dispersas em uma fase aquosa e emulsdes simples agua/dleo (A/O) séo
formados por gotas de agua dispersas em uma fase oleosa (PEREIRA; GARCIA-
ROJAS, 2015).

As emulsdes sao termodinamicamente instaveis e, portanto, tendem a se
desestabilizar ao longo do tempo, devido a varios mecanismos fisico-quimicos,
incluindo separagao gravitacional, floculagdo, coalescéncia, coalescéncia de
particulas, amadurecimento de Ostwald e separagdo de fases (MCCLEMENTS,
2015; MCCLEMENTS; JAFARI, 2018). Por esse motivo, estabilizantes sao incluidos
em formulagcbes de emulsdes para melhorar sua estabilidade a longo tempo, como
emulsificantes, modificadores de textura, inibidores de amadurecimento e agentes
de aumento de peso (MCCLEMENTS, 2011), dentre eles destacam-se os
emulsificantes, sendo a categoria mais utilizada em qualquer formulacdo de
emulsdo. Além de sua capacidade de estabilizar emulsdes, a natureza do
emulsificante usado também determina a facilidade de formagdo da emulsdo e os
atributos funcionais do produto final (MCCLEMENTS; JAFARI, 2018).

Os emulsificantes sdo moléculas anfifilicas que tém grupos hidrofilicos e
hidrofébicos na mesma molécula, como surfactantes de moléculas pequenas,
fosfolipidios, proteinas, polissacarideos e outros polimeros tensoativos
(FITZGERALD, 2015; HASENHUETTL, 2008, MCCLEMENTS; GUMUS, 2016).

A escolha dos emulsificantes € um dos fatores mais importantes, pois estes
podem influenciar no tamanho final da goticula, na dispersao e na estabilidade das
emulsdes (CAVAZOS-GARDUNO et al., 2015). Os emulsificantes mais utilizados na
industria de alimentos sdo os surfactantes sintéticos, ésteres de polioxietileno
sorbitano de acidos graxos, e os emulsificantes “naturais” como proteinas anfifilicas,
fosfolipidios e polissacarideos (KRALOVA; SJOBLOM, 2009).

As emulsdes tém varias vantagens como sistemas de entrega de carotenoides
e podem ser facilmente projetadas para aumentar a estabilidade e diminuir a
degradagao destes compostos em produtos alimentares funcionais. Sao faceis para
incorporar em produtos de base aquosa a um custo relativamente baixo e podem
reter estes bioativos de natureza predominantemente lipofilicos, incluindo aqueles
com propriedades antioxidantes (BOON et al., 2010). Essa incorporagao pode ser

feita com sistemas do tipo micro ou nanoemulsionados (RIBEIRO et al., 2010).
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Microemulsbes sdo sistemas termodinamicamente estaveis, visualmente
transparentes e opticamente isotropicos, apresentam uma fase aquosa e outra
oleosa estabilizadas por um filme interfacial de um surfactante adequado, com
tamanho de gota menor que 100 nm (BARBOSA et al., 2011; AMIRI-RIGI et al.,
2016). As nanoemulsbes consistem em dispersbes com diametros de gota
geralmente na faixa de 10 — 200 nm (AMIRI-RIGI et al., 2016). Ambos sistemas
coloidais podem ser compativeis com aplicagdes alimentares, portanto, constituem-
se em meios de entrega adequados para proteger e entregar componentes
lipofilicos, tais como os carotenoides. Possuem maior estabilidade em relagdo as
emulsdes tradicionais, por apresentarem pequenas goticulas que as tornam
adequadas para a incorporacdo de moléculas bioativas em alimentos, aumentando
sua biodisponibilidade e propriedades funcionais (MCCLEMENTS; RAO, 2011).

No entanto, ha equivocos na literatura relacionados ao uso do termo,
principalmente, o prefixo “micro” utilizado para denotar esses sistemas e ao
crescente uso do prefixo “nano” para esta mesma finalidade (MCCLEMENTS, 2012).
Além disso, ha algumas semelhancgas entre as microemulsdes e as nanoemulsoes,
ou seja, as dimensdes que caracterizam as microemulsdes n&o se encontram em
escala micrométrica, mas sim em escala nanométrica.

Apesar de ambas apresentarem componentes (uma fase aquosa, uma fase
oleosa e um agente surfactante, podendo por vezes ter também um co-surfactante)
e estruturas semelhantes, as microemulsdes diferem das nanoemulsdes por
apresentarem estabilidade termodinamica, enquanto as nanoemulsdes sao
cineticamente estaveis (SOLANS; ARAMAKI, 2008). Além disso, as proporgdes dos
constituintes utilizados diferem, sendo que a proporcdo de surfactante nas
microemulsdes € maior, e, além disso, podem ou nao apresentar a fase dispersa em
formato esférico (MCCLEMENTS, 2012; BRUXEL et al., 2012). Ainda, as
microemulsdes sido sistemas translucidos e apresentam particulas com dimensdes
menores do que as formadas nas nanoemulsdes (ANTON; VANDAMME, 2011).

As nanoemulsbes ndo podem ser formadas espontaneamente, sendo
necessaria energia, geralmente a partir de dispositivos mecénicos ou a partir
modificacdo do potencial quimico dos componentes. Os métodos utilizados para
formacao de nanoemulsdao compreendem a utilizagdo de homogeneizadores de alta

pressao e geradores de ultrassom (KENTISH et al., 2008). Os homogeneizadores de
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alta pressdo s&o muito utilizados e trabalham geralmente com pressées entre 50 e
100 MPa. O procedimento do uso de ultrassom geralmente consiste em conduzir
primeiramente o fluido mediante um orificio de didmetro reduzido com pressao
moderada e orientado em direcdo a uma lamina vibratéria, na qual sofre impacto
(BOLDYREV, 1995; ASSIS, 2012).

As microemulsdes possuem vantagens sobre as emulsdes convencionais ou
nanoemulsdes por poderem ser preparados sem envolver alta energia, além de
serem translucidas, pelo menor didmetro das goticulas (ANTON; VANDAMME,
2011). SILVA e colaboradores (2015) relatam que as microemulsdes do tipo O/A tém
demonstrado ser um eficiente veiculo para a incorporacdo de nutrientes lipofilicos
em sistemas aquosos, devido ao aumento de solubilidade que proporcionam.
Segundo estes autores, varios estudos relatam a adi¢ao de vitamina E, retinol, 6leo
de peixe (6mega 3) beta-caroteno e outros carotenoides nestes sistemas.

Segundo MOULIK et al. (2000), o licopeno pode ser solubilizado em
concentracdo até 10 vezes superior em microemulsdo, comparativamente a sua
dissolucdo em sistema estritamente lipofilico. Os mesmos autores demonstraram
que a estabilidade do composto foi aumentada quando microemulsionado,
apresentando percentual de degradacédo entre 34,5 a 52%, apos 72 dias de
armazenamento, enquanto, no mesmo periodo, o controle (licopeno n&o
microemulsionado) apresentou 100% de degradacgéo.

CHIU e YANG, (1992) observaram que uma microemulsdo de vitamina E, do
tipo O/A, contendo agua, butirato de etila (fase oleosa), polioxil 35 (surfactante) e
etanol (co-surfactante), apresentou estabilidade fisica e resisténcia a variagbes da
temperatura, sendo indicada como um potencial veiculo de liberagao desta vitamina
em alimentos. Além disto, os autores observaram que a estabilidade oxidativa da
vitamina E foi ampliada quando preparada na forma de microemulsao (O/A), obtida
com o uso de surfactantes ndo idnicos.

ZHENG et al. (2011) relataram a solubilizagédo de até 25% de 6leo de peixe em
microemulsdo com liberagao controlada do tipo O/A, contendo agua, oleato de etila
como fase oleosa e Tween 80 como surfactante. O sistema proporcionaria um
possivel aumento da estabilidade a oxidagdo e da biodisponibilidade, bem como o
mascaramento do off-flavor, efeito sensorial tipico de 6leo de peixe.
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5. Aplicacao de carotenoides em matrizes alimentares

Na literatura cientifica reportam-se trabalhos que vém explorando diferentes
métodos e técnicas para a incorporacdo de carotenoides em matrizes alimentares,
visando a conservacao e o enriquecimento com esses compostos bioativos.

TONIAZZO et al. (2014) produziram lipossomas carregados com [3-caroteno a
partir de prolipossomos, utilizando a secagem e a atomizagdo, e testaram sua
incorporagdo em iogurtes. As dispersdes de lipossomas multilamelares foram
estabilizadas pela adicdo de uma mistura de gomas xantana e guar como
espessantes. Os iogurtes foram produzidos visando substituir parte ou a totalidade
de uma mistura comercial de morango feita com sabores e corantes artificiais. O
estudo demonstrou ser possivel produzir lipossomas carregados com [3-caroteno
que sao altamente capazes de proteger os carotenoides encapsulados, durante um
periodo de armazenamento de mais de 3 meses. A mistura de gomas xantana e
guar foi eficaz para manter as dispersdes estaveis. As dispersdes de lipossomas
mais estaveis foram testadas como corantes na produgcdo de iogurte, onde as
caracteristicas fisico-quimicas, como cor e textura, indicaram que lipossomas
carregados com [-caroteno podem ser uma opg¢do adequada para produzir o
vermelho do produto. Os resultados indicaram ser possivel desenvolver um iogurte
com B-caroteno encapsulado em lipossomas como ingrediente funcional.

Em estudo realizado por RUTZ et al. (2016) microparticulas contendo [3-
caroteno sintético e 6leo de palma (rico em carotenoides) foram encapsuladas com
quitosana / carboximetilcelulose como material de parede, pelo método de
coacervagao complexa, e com tripolifosfato de quitosana / sédio pelo método de
gelificagdo id6nica, sendo caracterizadas quanto a eficiéncia de encapsulamento,
morfologia e comportamento térmico, além da avaliacédo o perfil de liberagdo dos
compostos microencapsulados sob condigbes gastricas, intestinais humanas
simuladas e aplicar essas microparticulas em dois sistemas alimentares (pédo e
iogurte). A alta eficiéncia de encapsulagdo alcangada neste estudo foi maior que
95% indicando ser possivel encapsular carotenoides usando os métodos de
coacervagao complexa e gelificagao ibnica com quitosana / carboximetilcelulose e
quitosana / tripolifosfato de s6dio como materiais de parede. As particulas revestidas
com quitosana / carboximetilcelulose exibiram comportamento de liberacao ideal em

meio aquoso e no fluido gastrico, mas apresentaram baixo percentual de liberagao
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no fluido intestinal, no entanto, houve aumento quando aplicadas em sistemas
alimentares como iogurte e pao. As particulas de quitosana / tripolifosfato de sddio
apresentaram alta liberagdo de carotenoides em meio aquoso e fluido gastrico, com
comportamento satisfatorio no fluido intestinal. A liberacdo de carotenoides
aumentou ainda mais quando essas microparticulas foram adicionadas aos sistemas
alimentares, havendo também ampliagcao da liberagdo durante o armazenamento.

Em outro estudo de RUTZ et al. (2017), utilizando somente 6leo palma
encapsulado, contendo alto teor de carotenoides, pelo método de coacervagao
complexa e quitosana / goma xantana e quitosana / pectina como materiais de
parede, foi avaliada a eficiéncia de encapsulagédo dos carotenoides, a morfologia, o
comportamento térmico e o perfil de liberagdo destes compostos na agua e em um
fluido que simula o ambiente gastrointestinal. Além disso, a microparticulas foram
adicionadas na preparacao de paes e iogurtes. Antes de da aplicagdo em alimentos,
as microparticulas apresentavam maior percentual de liberagao no fluido que simula
as condicbes gastrointestinais, mas os compostos se degradavam apds sua
liberacdo. As microparticulas de quitosana / pectina apresentaram o melhor perfil de
liberagdo em condi¢des gastrointestinais. As microparticulas quando inseridas nos
alimentos apresentaram liberagcdo de carotenoides menor, e os compostos liberados
mantiveram-se preservados.

URSACHE et al. (2018) microencapsularam os carotenoides do extrato de
espinheiro-mar (Hippophae rhamnoides L) utilizando proteinas isoladas de soro de
leite e goma acacia, por meio de coacervagcdo e liofilizaggdo. O material
microencapsulado foi testado posteriormente na formulagdo de muffins, como
corante e ingrediente funcional. Os produtos foram caracterizados em termos fisico-
quimicos, microbiolégicos, fitoquimicos, atividade antioxidante, textura, parametros
de cor, analise sensorial e estabilidade de armazenamento. A eficiéncia de
encapsulamento dos carotenoides foi menor que 56%. Os muffins obtidos
apresentaram um teor de carotenoides totais e atividade antioxidante satisfatérios. A
analise de textura sugeriu que a adigao de pé microencapsulado causou aumento da
firmeza e da mastigabilidade, que foram correlacionados com a porosidade das
amostras. A coesido e elasticidade dos muffins com o microencapsulado foram
menores em comparagcdo com a amostra controle. Ja, analise sensorial demonstrou

que ambas as amostras apresentaram sabor semelhante, no entanto, a amostra
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com o microencapsulado foi a preferida por todos os painelistas, em fungdo da
melhor coloragdo. Durante o armazenamento foi observada degradagdo dos
carotenoides e perda da atividade antioxidante, sem alteragdes significativas nos
parametros de cor, exceto luminosidade.

INROGA et al. (2018) produziram macas do tipo “Gala” minimamente
processadas associadas a sistemas manométricos (nanocapsulas e nanoemuls&o)
carregadas de [B-caroteno, e avaliaram a estabilidade fisico-quimica e fitoquimica
durante o armazenamento refrigerado. Os resultados demonstraram alta eficiéncia
na biofortificagdo desses produtos, além de aumento do prazo de validade. As fatias
de maga tratadas com nanocapsulas de [(-caroteno apresentaram resultados
superiores quanto ao teor de carotenoides, o que pode ser atribuido a capacidade
de retencao de cada sistema com matriz vegetal.

A técnica de dispersédo solida foi utilizada por ALMEIDA et al. (2018) para
encapsular a curcumina em polivinilpirrolidona, obtendo-se a curcumina
nanoencapsulada. A bioatividade desta formulacdo foi comparada com uma
formulacdo em pd, contendo 65% de curcumina, € uma amostra comercial de
curcumina dispersivel em agua (compreende um conteudo de curcumina 4,75—
5,25%, 75% de Tween 80 e 19% de PEG) (CHR Hansen, Hoersholm, Dinamarca).
Cada formulagédo testada foi posteriormente incorporada em iogurte, selecionado
como um modelo hidrofilico. Neste produto a curcumina contribuiu positivamente na
aparéncia (que foi mantida ao longo do tempo de armazenamento), sem provocar
alteracdes relevantes na composigcdo nutricional e no perfil dos acidos graxos. O
desenvolvimento de novas formulagdes compativeis com agua a partir de corantes
hidrofébicos, como a curcumina, pode representar um avango no emprego industrial
de compostos naturais benéficos a saude.

No estudo realizado por SAAFAN et al. (2018) margarina de mesa foi
preparada usando estearina de palma e de 6leos de soja e girassol nas proporgdes
de 15% de 6leo de soja: 15% de dleo de girassol: 70% de dleo de palma; e de 15%
de dleo de soja: 15% de oleo de girassol: 70% de estearina de palma, e comparada
com uma amostra controle (margarina comercial). A nanotecnologia (nanoemulsio)
foi usada para modificar as propriedades emulsificantes do produto. A estabilidade
durante o periodo de armazenamento de até 11 semanas, em condicdes de

resfriamento (4 °C), foi avaliada. As misturas de margarinas processadas usando a
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técnica de nanoemulsdo demonstraram melhoria nas propriedades de emulsificagcao
e aumento da estabilidade durante o armazenamento em condigdes de refrigeragéo.
Ambas formulagdes de margarina preparadas, usando a técnica de nanoemulsao,
apresentaram consisténcia de creme semelhante a amostra controle. Ainda, foi
verificado que o uso da técnica de nanoemulsao no preparo de margarina de mesa
pode prolongar a estabilidade e estender o periodo de armazenamento deste
produto.

CAMPO et al. (2019) incorporaram nanoparticulas de zeaxantina em iogurtes e
avaliaram a influéncia da adicdo de nanoparticulas e nanoemulsdo nas propriedades
fisico-quimicas, estabilidade e caracteristicas sensoriais, além da bioacessibilidade
deste carotenoide apos digestédo in vitro. No final do tempo de armazenamento, a
retengcao de zeaxantina foi maior no iogurte com adigdo de nanoparticulas do que no
iogurte com adicdo de nanoemulsdo. Apesar da menor firmeza e viscosidade
observada no iogurte com adicdo de nanoparticulas, essas alteragbes n&o foram
percebidas sensorialmente. A bioacessibilidade apds a digestao in vitro sugeriu que
a nanoencapsulacao forneceu uma liberacado controlada do carotenoide. Os autores
concluiram que as nanoparticulas de zeaxantina podem ser incorporadas ao iogurte,
permitindo a dispersdo de um composto hidrofébico em uma matriz hidrofilica,
proporcionando estabilidade.

MEDEIROS et al. (2019) produziram e caracterizaram um extrato rico em
carotenoides extraidos da polpa do meldo Cantaloupe (Cucumis melo L.), que foi
encapsulado em gelatina ou proteinas de soro de leite, visando promover sua
solubilidade em agua. A melhor combinagdo encapsulante foi adicionada a iogurte,
como corante natural, e estabilidade da cor avaliada. O encapsulamento feito pela
técnica de emulsificagdo, com gelatina suina, tornou os carotenoides mais
dispersiveis em agua e mais faceis de incorporar em uma matriz alimentar. O extrato
encapsulado aplicado no iogurte simulou a coloragdo de fruta amarela,
apresentando maior homogeneidade e estabilidade em relagcdo a adigdo do extrato
bruto.

O estudo conduzido por SEREGELJ et al. (2019) investigou a possibilidade da
utilizagdo de residuos de processamento de pimenta para aplicagdo em iogurte
funcional, visando fortificar com compostos fendlicos e carotenoides encapsulados.

A estabilidade dos compostos foi investigada, bem como aspectos microbioldgicos e
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sensoriais dos produtos finais. A encapsulacao foi realizada em proteina de soro de
leite, usando as técnicas de spray drying e liofilizagdo. Os encapsulados liofilizados
apresentaram melhores caracteristicas em relagdo a atividade de agua, teor de
umidade, solubilidade, fluidez e propriedades de cor, e, portanto, foram incorporados
ao iogurte. O produto reteve com sucesso 71,43% dos carotenoides e possibilitou
aumento na retencdo de polifendis de até 123,73%. A formulagdo exibiu maiores
escores de aceitabilidade sensorial em comparagdo com a amostra de controle.

No trabalho realizado por POLONI e dos SANTOS (2020), o licopeno extraido
de tomate foi preparado por encapsulagao e por emulsificagcao, e apds aplicado em
agua saborizada, visando aumentar a estabilidade e ampliar suas aplicagdes. O
encapsulado e a emulsdao foram preparados por meio da inje¢cdo de uma fase
organica (acetona, licopeno e 6leo) em uma fase aquosa (agua e tensoativo), sendo
que para encapsulagdo empregou-se um polimero junto aos demais componentes.
O tensoativo usado em ambos os sistemas foi o0 Tween 80. Apds a inser¢cao das
capsulas e emulsdes na agua saborizada, o produto foi armazenado a temperatura
de 5 °C = 1 °C durante 42 dias. Pelo estudo foi constatado pequena degradagao do
licopeno e dos demais compostos presentes. Os resultados obtidos ndo indicaram
diferenca estatisticamente significativa entre os dois sistemas, demonstrando que
ambos auxiliaram no aumento da estabilidade do licopeno.

HIMANATH et al. (2021) desenvolveram uma nanoemulséo de licopeno usando
a técnica de ultrassom e examinaram sua incorporagao em iogurte para aumentar as
propriedades antioxidantes e manter a qualidade. Os resultados da estabilidade ao
armazenamento sugeriram que uma nanoemulsdo de licopeno contendo oOleo de
coco (fase oleosa) e lecitina de soja (fase aquosa) pode representar um bom
sistema carreador para o licopeno. A aplicagdo no iogurte ndo afetou as
caracteristicas fisico-quimicas, aumentou a atividade antioxidante e manteve a
qualidade do produto por 28 dias, e também melhorou a viabilidade de L. delbrueckii
subsp. bulgaricus, assim como a qualidade global do produto. Adicionalmente, as
caracteristicas sensoriais foram consideradas mais aceitaveis em comparagao com

as amostras controle.
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6. Consideragdes finais

Os carotenoides sdo pigmentos naturais bioativos de extrema importancia para
a saude humana, pois alguns sao precursores da vitamina A (3-caroteno, a-caroteno
e B-criptoxantina), além de exercerem atividade antioxidante e auxiliarem na
prevencdo de doengas crbnicas degenerativas, cardiovasculares, catarata e
degeneragao macular, dentre outros efeitos benéficos.

A utilizagdo da nanotecnologia pode representar uma alternativa para melhorar
a segurangca e o valor nutricional de produtos alimenticios. Estudos recentes
abordam o uso de nanocapsulas e nanocarregadores, como sistemas de entrega de
compostos ativos, como sabores, vitaminas, minerais, antimicrobianos, drogas,
corantes, antioxidantes, microrganismos probioticos e micronutrientes. Neste
trabalho ressaltou-se o encapsulamento e as emulsdes de carotenoides,
demonstrando que ambos podem ser eficientes para manter os compostos ativos
em niveis adequados, por longos periodos, em matrizes alimentares.

Estudos relacionados ao emprego de carotenoides em alimentos, através dos
sistemas de entrega, ainda sdo recentes, sendo observado que a maioria dos
trabalhos sao direcionados a aplicagdao em iogurtes. Com isso, fica evidente a

necessidade de ampliacdo das pesquisas para outros tipos de matrizes.
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4. Estudo 2 - Desenvolvimento e caracterizagcdo de carotenoides

microemulsionados em suco clarificado de macga.

Resumo

Os carotenoides sao antioxidantes naturais reconhecidos por serem benéficos a
saude, auxiliando na prevencao de varias doencas. A incorporacado de carotenoides
em alimentos tem ganhado crescente importancia; no entanto, problemas como a
solubilidade e estabilidade limitam sua aplicagdo em alguns produtos. Devido a isso,
o estudo teve como objetivo desenvolver microemulsdes do tipo (O/A) incorporando
B-caroteno (sintético) e urucum (Bixa orellana) em suco clarificado de maga, e
avaliar as propriedades fisico-quimicas, reoldgicas, estruturais e a estabilidade das
microemulsdes e dos carotenoides neste sistema. Foram utilizados dois tipos de
tensoativos, Tween 20 e monoglicerideos obtidos de sintese do éleo de linhaga. As
amostras de suco contendo carotenoides microemulsionados, independentemente
do tensoativo utilizado, apresentaram clareza Optica, caracteristicas isotropicas,
estabilidade sob aquecimento, e comportamento newtoniano. As microemulsdes
preparadas com monoglicerideos demonstraram dimensbes nanométricas e
apresentaram maior retencdo dos carotenoides em relacdo aquelas microemulsdes
com Tween 20. Os sistemas com [(-caroteno apresentaram instabilidade sob
centrifugacgao, ao contrario dos sistemas com urucum. Pelo estudo fica demonstrado
a possibilidade de reforcar o valor nutritivo de sucos clarificados, utilizando
compostos de carateristica lipofilica, a partir do preparo na forma de microemulsdes
O/A, destacando a versatilidades destes sistemas e a influéncia da fonte de
obtencao do carotenoide.

Palavras-chave: antioxidantes, suplementagcdo, microemulsdes O/A, sistemas
organizados, tensoativos ndo iénicos.

1. Introdugao

Os carotenoides sdo pigmentos encontrados na maioria dos vegetais, algas,
bactérias fotossintéticas e microrganismos (OTERO et al., 2019). Os seres humanos
nao podem sintetizar carotenoides e, portanto, estes compostos devem ser ingeridos
pela alimentagdo ou por meio de suplementagdo alimentar. Além disso, seu
consumo € associado a varios beneficios para a saude, incluindo a redugao de
riscos de degeneragdo macular relacionada a idade e catarata, a alguns tipos de
cancer e na prevengdao de doengas coronarianas (MILANI et al., 2017;
EGGERSDORFER et al., 2018).

Alguns carotenoides, cerca de 10% dos carotenoides conhecidos, séao
precursores da vitamina A, como o a, e y-caroteno, € a a e B-criptoxantina. O B-

caroteno, que apresenta uma estrutura quimica com dois aneis (-ionona ligados a
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uma cadeia de 40 carbonos, possui maior potencial de provitamina A, quando em
comparagdo com os demais carotenoides (RUTZ et al., 2017).

O B-caroteno sintético, com uma estrutura molecular idéntica ao B-caroteno
natural, foi sintetizado pela primeira vez na década de 1950, usando [-ionona,
derivada de acetona ou butadieno como precursores (MONTES et al., 2021; RUTZ
et al., 2016). Ja, o [B-caroteno natural pode ser obtido a partir de fungos
filamentosos, leveduras (OTERO et al., 2019), microalgas e bactérias por processos
biotecnoldgicos ou por extragdo de fontes vegetais (RUTZ et al., 2016).

O uso de fontes naturais de carotenoides, como o urucum (Bixa orellana), pode
ser vantajoso, pois aléem do B-caroteno naturalmente também contém outros
carotenoides, que contribuem para os beneficios a saude que estdao associados a
estes compostos (NORNBERG et al., 2022). No entanto, além de serem insoluveis
em agua, os carotenoides sdo facilmente suscetiveis a oxidagdo e muitas vezes a
isomerizagao, ap0s a exposicdo ao oxigénio, luz e calor, 0 que pode resultar em
perda de cor e das atividades antioxidantes e vitaminicas (RUTZ et al., 2016). A sua
incorporacao em um sistema de microemulsdes pode auxiliar na minimizacdo destas
alteracdes.

As microemulsdes sao sistemas, nos quais o Oleo e agua estdo contidos em
uma fase homogénea, termodinamicamente estavel, isotrépica, transparente e
tipicamente de baixa viscosidade (GRADZIELSKI et al., 2021). Pela definicdo da
IUPAC, uma microemulsdo € uma “dispersao feita de agua, 6leo e surfactante (s),
sendo um sistema isotropico e termodinamicamente estavel, com diametro de
dominio disperso variando aproximadamente de 1 a 100 nm, geralmente 10 a 50 nm
(SLOMKOWSKI et al., 2011). Goticulas de até 200 nm, ainda que permanegam
transparentes, sao termodinamicamente instaveis, sendo caracterizadas como
nanoemulsdes (CINAR, 2017; ZHANG, 2011; THAKUR et al., 2013).

Microemulsdes sido sistemas coloidais, que dependendo dos componentes
utilizados podem ser de grau alimenticio, sendo adequados para proteger e entregar
componentes lipofilicos, como os carotenoides (BARROSO et al., 2021; ZIMMER et
al., 2022). Estes sistemas apresentam varias vantagens sobre as emulsdes
convencionais ou nanoemulsdes, por poderem ser preparadas sem envolver alta
energia (emulsificacdo espontanea). As microemulsbes também apresentam

transparéncia (o que é importante para bebidas claras), um pequeno tamanho de
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gota, maior solubilizagdo e biodisponibilidade de constituintes bioativos, maior
protecao de componentes solubilizados e alta estabilidade. Estas s&o caracteristicas
importantes, especialmente na industria alimenticia (AMIRI-RIGI & EMMAMBUX,
2022; JALALI-JIVAN et al., 2020).

A incorporagdo de carotenoides através das microemulsdes possui varias
vantagens, pois estes sistemas viabilizam a sua incorporagdo em produtos de base
aquosa ou oleosa a um custo relativamente baixo, podendo ampliar a estabilidade e
reter as propriedades antioxidantes destes compostos (BATRA et al., 2017; ZIMMER
et al., 2022).

O desenvolvimento de microemulsées com suco clarificado ndo deve implicar
em inferéncia na transparéncia 6ptica do produto, fato importante, pois esta € uma
caracteristica a ser mantida para garantir a boa qualidade deste tipo de bebida. As
microemulsdes podem ser utilizadas em formulag¢des de refrescos e bebidas prontas
para consumo, como repositores eletroliticos e em bebidas carbonatadas
(BENKERT et al., 2022; MERENKOVA et al., 2022).

Com base nisso, o presente trabalho teve como objetivo enriquecer uma matriz
alimentar aquosa (suco clarificado de magad) com B-caroteno (sintético) ou com
urucum (Bixa orellana), por meio de microemulsdes do tipo O/A, utilizando dois tipos
de tensoativos, Tween 20 e monoglicerideos. Além disto, objetivou-se avaliar o
conteudo de carotenoides, as propriedades fisico-quimicas, reoldgicas e estruturais,

e a estabilidade das microemulsoes.

2. Material e métodos
2.1. Materiais

Foram utilizados urucum, adquirido no comércio local (Pelotas/RS/Brasil), B-
caroteno de padrdo analitico (Sigma Aldrich/Alemanha), polioxietileno sorbitano
monolaurato (Dinamica/Brasil), alcool etilico P.A (Dinamica/Brasil), suco clarificado
de maga comercial, monoglicerideos obtidos a partir do éleo de linhaga (Hobuss et
al., 2020), além dos demais reagentes e padrdes usados para extragdes e analises,

todos de pureza analitica.

2.2. Métodos

2.2.1. Desenvolvimento das microemulsoes
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Para o preparo das microemulsdes foram pesadas as amostras de
carotenoides, adicionadas de alcool etilico e apds do tensoativo. A mistura foi
submetida a agitacdo magnética (Solab Cientifica SL- 91A/Brasil), e na sequéncia o
suco clarificado de macéa foi adicionado, mantendo-se a agitagdo. A obtengcdo de um
sistema opticamente transparente e translucido indicou a formagdo da
microemulsdo. ApoOs testes preliminares, as microemulsdes foram preparadas com

0s componentes e proporgdes descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Formulacdo das microemulsdes de carotenoides em suco de maca

clarificado.

Amostras Carotenoides Alcool Emulsificantes Suco de
(%) etilico Monoglicerideos Tween 20 maca

(%) (%) (%) (%)

MCT 0,01 1 - 0,19 98,80

MCTM 0,01 1 0,27 1,62 97,10

MUT 0,07 1 - 0,19 98,74

MUTM 0,07 1 0,27 1,62 97,04

MCT (Microemulsdo com B-caroteno - Tween 20); MCTM (Microemulsao com f3-caroteno- Tween 20 e
Monoglicerideos); MUT (Microemulsdo com urucum - Tween 20); MUTM (Microemulsdo com urucum
- Tween 20 e Monoglicerideos).

Para a definicdo do teor de carotenoides considerou-se os parametros da
legislagao brasileira, na qual o enriquecimento de vitaminas deve garantir valor igual
ou maior do que 5% (porgéo) dos respectivos valores diarios de referéncia (VDR),
segundo a RDC n° 429, de 8 de outubro de 2020 (BRASIL, 2020).

2.2.2. Caracterizagao das microemulsoes

A caracterizacao das microemulsdes foi avaliada pelas medidas de pH, indice
de refracdo, cor, estabilidade por centrifugagdo, estabilidade térmica, raio
hidrodindmico, indice de polidispersao, potencial zeta, condutividade, mobilidade
eletroforética e avaliagao reoldgica.

Para a determinac&o do pH foi utilizado um pHmetro Microprocessado (Alfakit,
AT-315). O sistema foi previamente calibrado com solugdes tampéao de pH 4,0, 7,0 e
10,0 (ZAMBIAZI, 2010).

57



A determinacdo do indice de refrac&o foi realizada utilizando o refratbmetro de
Abbé (Analytik Jena), previamente calibrado com agua destilada, sendo as medidas
executadas a 25 +1 °C (ZAMBIAZI, 2010).

A cor foi determinada utilizando-se um colorimetro (Lovibond PFX880) no
padrao C.I.E L*a*b*, onde a coordenada L* expressa o grau de luminosidade da cor
medida (L* = 100 = branco; L* = 0 = preto), a coordenada a* expressa o grau de
variagao entre o vermelho (+60) e o verde (-60) e a coordenada b* expressa o grau
de variagao entre o azul (-60) e o amarelo (+60). Os valores a* e b* foram utilizados
para calcular o angulo Hue [arctan (b*/a*)] e o Croma [(a*2 + b*2)1/2].

A analise de estabilidade por centrifugacdo foi realizada adicionando-se
aproximadamente 3mL das microemulsbées em tubo Falcon, submetendo-as a
centrifugacgao (Daiki, 80-2B-DM) na velocidade de 1784 xg por 30 min a 25 °C.

A estabilidade térmica foi realizada conforme o método descrito por BATRA et
al. (2017). Em suma, as amostras foram avaliadas por medidas de absorbéncia,
usando espectrofotdbmetro (Phox, SP2100-UV), nos comprimentos de onda de 370
nm e 450 nm, na faixa de temperatura de 5 °C a 70 °C. Para tanto, as
microemulsdes foram colocadas em banho ultratermostato (Ethik Technology),
sendo a temperatura elevada em etapas de 5 °C e as leituras realizadas apos a
permanéncia de 5 min em cada temperatura.

O raio hidrodindmico, o indice de polidispersdo, o potencial zeta, a
condutividade e a mobilidade eletroforética das microemulsbes foram obtidos
utilizando-se um equipamento Litesizer 500 Particle Analyzer (Antonpaar). As
medidas foram realizadas a 25 °C.

Para analise de reologia, as amostras foram analisadas por ensaio rotacional
em redmetro (Haake® Rheostress 600, RS150). A viscosidade foi determinada a
partir de curvas de tensdo de cisalhamento versus taxa de deformagéo a 5 °C e 25
°C. Utilizou-se spindle tipo copo (sensor DG41 Ti; 0,510 mm de gap), com taxa de
cisalhamento de 0,01-200 s™' durante 300 s.

2.2.3. Atividade antioxidante e estabilidade dos carotenoides

microemulsionados no suco clarificado de mag¢a estocado sob refrigeragao

O produto microemulsionado foi armazenado sob refrigeracdo a 4 °C, na

auséncia de luz, por quatro semanas. Foram avaliados nos sucos contendo
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carotenoides microemulsionados a atividade antioxidante por DPPH e por ABTS, e o
teor de carotenoides durante quatro semanas de armazenamento refrigerado.

A atividade antioxidante foi realizada através da captura do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazila), e determinada pelo método adaptado de BRAND-WILLIAMS
et al. (1995). Foi misturado 0,1 mL da amostra microemulsionada com 3,9 mL do
DPPH em etanol (0,06 mM). A absorbancia foi medida a 515 nm apés 30 min de
reacao, utilizando um espectrofotometro (Jenway, 6705 UV/Vis). A eliminagdo do
radical DPPH foi calculada usando a equacdo 1. Os resultados foram expressos em

porcentagem de inibigdo do radical DPPH.

ABSbranco—ABSamostr
ABSbranco

% de inibicao = [( )] x 100 (Eq.1)

Em que, ABSamostra € @ absorbancia do extrato; e ABSpranco € @ absorbancia da
solucédo de DPPH.

A atividade antioxidante pela captura do radical livre 2,2'- azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS), foi determinada conforme o método
descrito e adaptado de RUFINO et al. (2007). O radical foi formado a partir da
reacado de 88 uL de solucdo de persulfato de potassio 140 mM em 5 mL de solucéo
de ABTS (7mM), mantida no escuro em temperatura ambiente por 16 horas. Em
seqguida, foi diluido 1 mL desta mistura em alcool etilico absoluto até obter uma
absorbancia de 0,700 £ 0,05 em comprimento de onda de, 734 nm. Para a reacao,
foram transferidas para tubos de falcon de 15 mL aliquotas de 30 uL do suco e 3,0
mL do radical ABTS. A mistura foi homogeneizada em vértex (Phoenix, AP-56) e a
leitura foi realizada em espectrofotobmetro a 734 nm (Jenway, 6705 UV/Vis) apds 6
minutos de reacdo. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do
radical ABTS (Equagao 2).

ABSbranco—ABSamostra
ABSbranco

% de inibicio = [( )] x 100 (Eq.2)
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Em que, ABS .mostra € @ absorbancia do extrato; e ABS pranco € @ absorbancia da
solucédo de ABTS.

O conteudo de carotenoides foi determinado através do método
espectrofotométrico proposto por FLORES-ANDRADE et al. (2021) e ABREU et al.
(2020), com algumas modificagbes. Aproximadamente 2 mL da amostra foram
dissolvidos em um frasco volumétrico contendo 20 mL de acetona. Amostras
dissolvidas (10 mL) foram pipetadas em tubos falcon e centrifugadas a 2325xg por
10 min (Daiki, 80-2B-DM), para separar os carotenoides (fase superior) do meio
emulsificador (fase inferior). Em seguida, as medi¢gbes de absorbancia foram feitas
usando um espectrofotdmetro (Jenway, 6705 UV/Vis) a 450 nm. Os resultados foram

expressos em pg.g'1 de B-caroteno, segundo a Equagao 3.

AxVx10*

1%
Ajom X P

Carotenoides (ug/g) = (Eq.3)

Em que, A = absorbancia maxima; V= volume do extrato de carotenoides (mL);

A',.m= coeficiente de absorcédo; e P= massa da amostra (g).
3. Andlise estatistica

Todas as determinacdes foram realizadas em triplicata, com os resultados
expressos em meédias * desvio padrdo, sendo estes submetidos a analise de
variancia, e os tratamentos comparados pelo teste Tukey (p<0,05). Para avaliar o
efeito do tempo de armazenamento, foram realizadas analises de regresséo

polinomial.

4. Resultados e discussao

4.1. Desenvolvimento das microemulsoes

As microemulsdes de carotenoides foram desenvolvidas a fim de viabilizar sua
aplicacdo em matrizes alimentares aquosas, portanto, produzindo-se sistemas do
tipo 6leo em agua (O/A), em que os carotenoides constituiram a fase dispersa
(organica) e o suco comercial de maga clarificado a fase continua (aquosa).

Sabe-se que o tamanho das goticulas influencia na aparéncia da dispersao,

sendo que sistemas com dimensdes menores que o comprimento de onda da luz
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visivel sdo transparentes ou translucidos (CHAUHAN et al., 2019), o que ¢é
importante para bebidas clarificadas.

As amostras de suco com carotenoides microemulsionados, tanto as
preparadas somente com Tween 20, como aquelas que contém também os
monoglicerideos, apresentaram clareza O6ptica, indicando a formagdo de

microemulsdes (Figura 1).

MCT MCTM MUT MUTM

Figura 1. llustragdo da aparéncia de microemulsdes. MCT (Microemulsao com [-caroteno- Tween
20); MCTM (Microemulsdo com 3-caroteno- Tween 20 e Monoglicerideos); MUT (Microemulsdo com
urucum- Tween 20); MUTM (Microemulsao com urucum- Tween 20 e Monoglicerideos).

Segundo DAMASCENO et al. (2011) e OLIVEIRA et al. (2018), é possivel
observar nitidamente diferencas entre uma microemulsdao e uma emulsdo, sendo
que a tensao interfacial de uma microemulsdao é muito baixa, quando comparada
com a tensao interfacial de uma emulsédo, e isso pode levar a sua formagéao
espontanea e, consequentemente, a um pequeno tamanho das goticulas. As
emulsdes, por outro lado, sdo dispersdes opticamente turvas e leitosas e,
normalmente, s6 podem ser obtidas por agitacdo mecanica devido a sua
instabilidade termodinamica.

Além disso, as microemulsdes sao translucidas, ou seja, opticamente limpidas,
0 que se justifica pelo fato de o didametro médio das goticulas ser menor do que %4 do
comprimento de onda da luz visivel, levando a transparéncia do sistema
(DAMASCENO et al., 2011).

Em estudo realizado por pesquisador integrante deste grupo (MENDONCA et
al., 2017), o uso de monoglicerideos obtidos a partir da glicerdlise de ésteres etilicos
do d6leo de linhaga, em associacdo com Tween 20, viabilizou a producido de

microemulsdes compativeis com aplicagdes em alimentos.
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4.2. Avaliagao fisico-quimica do suco de maga microemulsionado

Na Tabela 2 estdo alguns parametros fisico-quimicos avaliados no suco

clarificado de maga microemulsionado.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos dos sucos de macéa clarificados contendo

carotenoides microemulsionados.

Amostras (Média * Desvio Padrao)

Parametros MCT MCTM MUT MUTM P

pH 3,75+ 0,02° 3,95+ 0,01° 3,78+0,01° 3,99+0,01® 3,76 +0,02°
indice de Refracdo 1,350+ 0,0° 1,351 + 0,0° 1,350 £ 0,0° 1,349+0,0° 1,348 +0,0°
Cor

L* 51,04 + 0,2° 7742+0,3° 40,23+0,3° 7535+0,3° 93,33+0,2°
c* 58,72+0,6° 107,92+0,5° 42,95+0,4% 7022+1,1° 17,64+0,2°
He 83,94 + 0,4° 88,09+0,1%° 8598+0,1° 7211+1,1° -5744+12°

MCT: Microemulsdo com B-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com (3-caroteno- Tween 20 e
Monoglicerideos; MUT: Microemulsdo com urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsdo com urucum-
Tween 20 e Monoglicerideos; P: Padrao- Suco comercial de maga clarificado. L* Grau de
luminosidade; C* croma; H° angulo Hue. As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste
de Tukey ao nivel de significancia de p < 0,05. Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem
estatisticamente.

O pH obtido para o suco padrao (P) foi de 3,76, valor similar aos reportados na
literatura para suco clarificado de maga (KASTER, 2012; PIMENTEL et al., 2015). As
amostras de suco contendo carotenoides microemulsionados apresentaram valores
de pH levemente superiores, com destaque para aqueles sucos contendo a
combinacdo de monoglicerideos e Tween 20, com carotenoide artificial (MCTM) e
com urucum (MUTM). Contudo, mesmo apresentando diferengas significativas
obtidas pela estatistica, os valores destes sucos microemulsionados foram muito
préximos ao do suco padréao (P).

O indice de refracdo € definido como a razdo entre a velocidade da luz no
vacuo e a velocidade da luz no meio, através deste parametro é possivel determinar
a quantidade de soluto em uma solugao aquosa (LUTZ, 1985; MOHAN et al., 2019).
O indice de refracdo do suco padrdo foi de 1,348 e nas amostras contendo
carotenoides variou de 1,349 a 1,351. Nao houve diferenga significativa entre as
amostras, portanto, todas as microemulsdes foram caracterizadas como isotropicas

(LAMOUDI et al., 2022).
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Com relagdo a cor, ao comparar a amostra do suco comercial (P) com as
demais amostras, observa-se que para o parametro L* houve diferenga significativa
(p = 0,05), indicando que o suco padrao consiste na amostra mais clara, enquanto a
amostra contendo a combinacdo de tensoativos as mais escuras. O parametro
croma (C*) indicou que o [-caroteno microemulsionado com a mistura de
tensoativos (MCTM) intensificou a cor do produto. O suco padrdo de maca
apresentou a menor intensidade de cor.

A tonalidade da cor (Hue®) evidenciou que as amostras contendo carotenoides
microemulsionados demonstravam tendéncia a cor alaranjada, ja o suco padrao
apresentou tendéncia para o amarelo-esverdeado.

Segundo ANTUNES (2018), a cor € um importante atributo na avaliagdo da
qualidade sensorial do produto, embora ndo interfira necessariamente no valor
nutricional ou no sabor. A cor pode influenciar sobre a aceitagdo ou rejeigdo do
alimento, visto que a apreciacdo visual € o primeiro dos sentidos usados pelos
consumidores. No presente estudo, foram encontradas diferengas significativas
entre as amostras contendo carotenoides microemulsionados e o0 suco de maca
padrao, devido a influéncia da cor dos pigmentos adicionados; contudo, acredita-se
que essa alteragdo nao represente um fator negativo para a amostra, visto que a cor
dos sucos remetem ligeiramente a cor da fruta (maga).

Pelo teste de estabilidade na centrifugagado, observou-se que houve alteragdes
na aparéncia e formacgao de precipitado na amostra de suco microemulsionado com
B-caroteno. Nas amostras contendo urucum, a estabilidade foi mantida, mesmo em
alta velocidade de centrifugacgao (1784 xg). Possivelmente, a molécula de 3-caroteno
puro seja menos soluvel na microemulsao nesta condigdo mais drastica, gerada pela
centrifugagcdo. Considerando que os demais componentes eram iguais e que a
quantidade de urucum era superior (a fim de manter a equivaléncia em
carotenoides), verificou-se que nestas condigbes é mais dificil manter o 3-caroteno
disperso, possivelmente por reducdo de solubilidade, em fungdo da formacido de
agregados formados pela agdo dos demais componentes do urucum ou pela
ocorréncia de efeitos estéricos.

Segundo MARTINS et al. (2013) a solubilidade de uma substancia orgéanica
esta diretamente relacionada com a estrutura molecular, especialmente com a

polaridade das ligagdes e da espécie quimica na totalidade.
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Observa-se na Figura 2 (A e B) o comportamento das amostras
microemulsionadas e do suco padrao submetidas ao aquecimento. O monitoramento
da absorbancia no UV de uma emulsdo, nano ou microemulsdo, pode indicar a
separacado de fases, sendo considerado um indicativo da condi¢cao de estabilidade
(BORGOGNONI et al. 2006; AMIRI-RIGI & ABBASI, 2017).
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Figura 2. Medida da absorbancia por espectrofotometria no UV das amostras de suco, no
comprimento de onda de 370 nm (A) e 450 nm (B), na faixa de temperatura de 5 °C a 70 °C. MCT:
Microemulsdo com B-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com [-caroteno- Tween 20 e
Monoglicerideos; MUT: Microemulsdo com urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsdo com urucum-
Tween 20 e Monoglicerideos; P: Padrdo- Suco comercial de maga clarificado.

Em varredura prévia das leituras das amostras por espectrofotometria no UV
(Jenway/ 6700 UV-Vis), foi possivel observar bandas nas regides de 370 nm e 450
nm, tanto no suco padrao (P) quanto nas amostras microemulsionadas. Na regidao de
370 nm do espectro pode ser detectada a presenga de alguns compostos, como de
flavonoides, possivelmente oriundos da macé (MASSINI et al., 2016). Em 450 nm foi
encontrado a absor¢cdo caracteristica de outra classe de compostos, dos
carotenoides, naturalmente presentes no suco de maca e também adicionados nas
amostras.

A avaliagao do comportamento durante o aquecimento, monitorada em 370 nm
(Figura 2A), no geral, ficou evidenciado semelhangas entre as amostras. A banda
observada na faixa de temperatura de 15 °C a 30 °C e um ombro em 35 °C, podem

ser atribuidos a algum componente do suco, que foi liberado ou se formou com o
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aumento da temperatura, considerando que o suco padrao foi o que mostrou esse
evento de forma mais intensa. Possivelmente o sistema de microemulsdo atuou
reduzindo esse efeito e/ou protegendo o componente. Independentemente da
temperatura, percebeu-se que as amostras contendo os carotenoides demonstraram
maior intensidade de absor¢cdo em relagdo ao suco padrdo, devido a adicdo dos
pigmentos, os quais atuaram como cromdéforos no sistema. A amostra de suco com
B-caroteno microemulsionado, que continha ambos surfactantes (MCTM), e a
amostra com urucum microemulsionado e Tween 20 (MUT), demonstraram uma
pequena variagdo a 45 °C, ocorrendo na amostra com urucum e Tween (MUT) um
pequeno aumento na absorbancia e na amostra com -caroteno, Tween e
monoglicerideos (MCTM) foi observado o inverso, um pequeno decréscimo.
Contudo, estes efeitos ndo causaram alteragdes visualmente identificaveis,
demonstrando que o sistema de microemulsdo, em qualquer das composicoes
avaliadas, mantém-se estavel, tanto em baixas como em elevadas temperaturas (5
°C a 70 °C). Na Figura 2B verificou-se que as medidas no comprimento de onda de
450 nm resultaram em maior intensidade de absorcao do que as obtidas em 370 nm.
Este efeito pode ser justificado devido a absorgcdo maxima no UV dos carotenoides
ocorrer na faixa de 450 nm.

As amostras de suco emulsionadas com urucum (MUT e MUTM)
demonstraram maior intensidade de absor¢do do que as amostras contendo (-
caroteno (MCT e MCTM) no comprimento de onda de 450 nm (Figura 2B). O urucum
€ um pigmento que além de conter carotenoides na sua composi¢gdo, possuem
compostos como bixina e norbixina, que apresentam faixa de absor¢cdo no UV de
458 nm e 453 nm, respectivamente, proximas a utilizada nas medidas, o que pode
justificar o efeito observado.

As amostras com [B-caroteno, Tween 20 e monoglicerideos (MCTM) e com
urucum e Tween 20 (MUT) (Figura 2B) apresentaram comportamento semelhante,
quando avaliadas em 450 nm ao longo do aquecimento, observado em ambas as
amostras o decréscimo no valor absorbancia enquanto ocorreu um aumento na
temperatura. Considerando que a fonte de carotenoides e tensoativos nestas
amostras diferiam, e que o suco com urucum absorveu mais no UV-visivel do que

aquele com B-caroteno acredita-se que a presenca do monoglicerideos na amostra
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com [(-caroteno e Tween (MCTM) tenha proporcionado efeito hipercrémico, o que
poderia igualar a intensidade de absor¢cao das amostras.

Contudo, pode-se observar, também, que as amostras com Tween 20 e
monoglicerideos (MCTM e MUTM), nos dois comprimentos de onda avaliados (370
nm e 450 nm), apresentaram valores superiores da absorbancia em toda a faixa de
temperaturas testadas, reforgando a possivel interferéncia dos monoglicerideos na
intensificagdo da cor (retém os cromoforos) o e no aumento da absorgéo no UV das
amostras (efeito hipercrémico).

A estabilidade da absorbancia ao longo do periodo de aquecimento sugere que
o sistema é formado de goticulas pequenas, sendo mais estaveis (BORGOGNONI et
al., 2006). Os resultados, no geral, evidenciam que as amostras mantiveram a
estabilidade durante o aquecimento, especialmente de 35 a 40 °C, sendo
considerado um comportamento satisfatério, visto que permite a aplicacdo da
microemulsdo em matrizes que exijam estabilidade em condi¢des ambientais e de
refrigeracao.

Segundo FATTORI (2011), a estabilidade de uma emulsdo ou microemulséo
esta intimamente relacionada com a escolha do tensoativo com poder emulsificante,
que deve ser compativel com os componentes da formulagdo. Além disso, o estudo
de estabilidade de formulagdes com microemulsdes fornece informacdes sobre o
comportamento do produto, em determinadas condi¢cdes extremas, as quais este
produto podera enfrentar, para avaliar sua estabilidade desde a fabricacdo até o
término da validade (ISAAC et al., 2008).

Segundo SALEHI (2020), a consisténcia de um fluido newtoniano como a agua
e os sucos de frutas claros pode ser caracterizada pelo termo viscosidade. A
viscosidade (mPa.s) das amostras de suco foram medidas nas temperaturas de 5 e
25 °C (Tabela 3). Todas as amostras apresentaram grau de consisténcia classificado
como “naturalmente espesso” (1 a 50 mPa.s), segundo os parametros da NATIONAL
DYSPHAGIA DIET (2002). Na temperatura de 25 °C, as amostras apresentaram
valores proximas a 1 mPa.s, o que caracteriza a consisténcia como ‘“rala”
(HERNANDEZ, 2020). Lembrando que a 1 mPa.s é a viscosidade da agua. No
entanto, as amostras a 5 °C apresentaram ligeiro aumento na viscosidade. O
comportamento das amostras foi de fluidos newtonianos, o0s quais sao

caracterizados por apresentarem uma relagao linear entre a tensado de cisalhamento
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e a taxa de deformacdo aplicada, dependendo apenas da temperatura e da
composicédo do fluido (RETICENA, 2015). As amostras apresentaram viscosidade
constante, ou com pouca alteragao, para as diferentes taxas de deformacao (3'1)
utilizadas.

Observou-se que, independentemente do tipo de amostra, as amostras
refrigeradas apresentaram viscosidade superior aquelas medidas em temperatura
ambiente, com destaque para as amostras com a presenca de monoglicerideos. De
modo geral, os liquidos espessos demonstram redugdo de viscosidade com o
aumento da temperatura (EKBERG et al., 2010; HERNANDEZ, 2020). Salienta-se
que os valores medidos foram baixos, n&o viabilizando comparagdes, uma vez que
se situaram no limite de precisdo do equipamento utilizado.

Segundo SALEHI (2020), o comportamento reoldgico de sucos de frutas é
influenciado por sua composicao, principalmente pelo tipo de fruta e pelos processos
tecnologicos a que foram submetidos. Os sucos de frutas com baixo teor de sélidos
soluveis podem apresentar um comportamento newtoniano. Além disso, o
conhecimento do comportamento reoldgico de sucos € util no controle de qualidade
e avaliagao sensorial, no controle de processo, no calculo do consumo de energia e
na selegcéo do equipamento adequado (DAK et al., 2007; SALEHI, 2020).

A técnica de espalhamento de luz dinamico (DLS) tem provado ser uma
ferramenta precisa e adequada para investigar as propriedades internas de um
sistema microemulsionado (RAHDAR et al., 2019). Esta técnica consiste na analise
das flutuagdes de intensidade da luz espalhada em um determinado angulo. Essa
analise fornece informagdes sobre o tamanho e movimento da particula, movimento
este que € a causa das flutuagcbes da intensidade. Assim, particulas pequenas
apresentam movimento rapido e particulas grandes apresentam movimento lento
(NOMURA et al., 2013).

A avaliagdo do raio hidrodinamico das amostras contendo os carotenoides
microemulsionados evidenciou que as goticulas apresentavam dimensdes
manomeétricas, variando de 41 a 121 nm (Tabela 4), sendo que as menores
dimensbes foram observadas nas microemulsdes preparadas com a mistura de
surfactantes. A associagao dos surfactantes contribuiu para a reducdo da tensao

interfacial, favorecendo a redug¢ao na dimenséao das goticulas.
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NATANIA E SETIAWAN (2020) relatam em estudo que a transparéncia da
emulsdo € um bom indicador do tamanho das goticulas. Os autores reportam que
com o aumento da concentragdo de surfactantes ha reducado na tensdo entre a
interface O/A, favorecendo a formacgao de goticulas de menores dimensdes. O
emprego de alcool, como co-surfactante, também auxilia na reducéo da tensdo
interfacial entre as fases, além de permitir a manipulagdo do balango hidrofilico-
lipofilico (WANI et al., 2018). O uso de A&lcoois de cadeia curta aumenta a
miscibilidade entre as fases aquosa e oleosa, e este efeito é resultado da
capacidade dos co-surfactantes em penetrar entre as camadas de surfactante,
flexibilizando a camada interfacial (SHAH; IMRAN & ULLAH, 2017; CHATTERJEE et
al. (2019). Estes compostos se encaixam entre as areas estruturalmente mais fracas
da camada interfacial, fortalecendo-a (SINGH et al., 2017).

E desejavel que o raio hidrodinamico das goticulas seja da ordem de 100 nm
ou menos (dimensdo que caracteriza as microemulsdes), para aumentar a
biodisponibilidade da substancia inserida, além de aumentar a estabilidade do
produto a longo prazo (BATRA et al., 2017; JINTAPATTANAKIT, 2018). Em fungao
das dimensdes, pode-se afirmar que todas as amostras caracterizam-se como
microemulsodes.

A homogeneidade na distribuicdo do tamanho das goticulas é dada pelo indice
de polidispersibilidade (IPD), que indica se a dispersao ¢é estreita ou se o sistema é
polidisperso (PAMBOU et al., 2015). Neste estudo, o IPD indicou que o sistema é
polidisperso, variando entre 23% a 32,8%, sugerindo uma ampla distribuicdo de
tamanho ou mesmo a existéncia de varias populagdes (multimodal). O tamanho da
goticula influencia nas propriedades das micelas microemulsionadas. Desta forma,
quando ha um controle maior no tamanho das estruturas, em especial, goticulas em
escala nano e de menores dimensdes, estas conseguem interagir mais facilmente
com moléculas organicas e com compostos de interesse presentes no sistema
(SANTOS, 2021). No entanto, a heterogeneidade observada nédo deve ser um fator
limitante para atuacdo das microemulsdes na dispersdo e estabilizacdo dos

carotenoides no suco de maga.
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Tabela 3. Viscosidade das amostras de suco nas temperaturas de 5 °C e 25 °C nas taxas de deformacéo de 10, 20, 30, 50, 100,

150 € 200 s™.
Viscosidade (mPa.s) nas taxas de deformacao (s™)
T (°C) Amostra
10 20 30 50 100 150 200
P 2,07+ 0,14 2,35+0,00%  2119+0,05°  222+0,15%®  219+0,06™° = 2,24+0,06°° 2,23 +0,05*°
MCT 2,55+ 0,24 2,53 + 0,04 2,42 +0,05%° 2,53 0,218 2,37 +£0,01%° 2,40+ 0,01% 2,40 +0,01%®°
5 MCTM 2,96+ 0,01 2,59+ 0,01 2,73+0,13" 2,58 +0,11™ 2,63+0,10™ 2,60+ 0,05™ 2,60 + 0,05™
MUT 2,54 +0,20™® 2,46+ 0,18 2,39 + 0,03*° 2,34+0,07®  2,34+0,04°%° 2,38+ 0,06%° 2,38 + 0,06°
MUTM 2,37+0,12°° 2,56+0,16™*  265+0,10* 2,69+ 0,08 2,65+ 0,07 2,64+ 0,05 2,64 +0,04™
P 1,16 + 0,06% 1,60 + 0,03* 1,40+ 0,01 1,37 £0,02°*° 1,36+ 0,01°° 1,37 £0,02* 1,36+ 0,01™
MCT 1,62 + 0,75 1,58 + 0,37* 1,23 + 0,15 1,25 + 0,127 1,16 + 0,04°° 1,19 +0,01°° 1,20 +0,03*®
25 MCTM 1,67 + 0,80 1,49 + 0,16™ 1,32 +0,12% 1,57 + 0,18 1,26 + 0,04°%° 1,28 +0,01%®  1,37%£0,09*
MUT 1,24 + 0,04*° 1,24+ 0,07* 1,17+ 0,08** 1,17+ 0,01* 1,18 + 0,04°° 1,20 £ 0,03°° 1,20+ 0,03%®
MUTM 1,40 + 0,29%° 1,20 + 0,05 1,38 + 0,03 1,51+ 0,15 1,42 + 0,07 1,35+0,02**  1,36"£0,01*"

MCT: Microemulsdo com [-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com [(3-caroteno- Tween 20 e Monoglicerideos; MUT: Microemulsdo com urucum-
Tween 20; MUTM: Microemulsdo com urucum- Tween 20 e Monoglicerideos; P: Padrdo- Suco comercial de maga clarificado. T: Temperatura em graus
Celsius (°C). As médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de p < 0,05. Médias seguidas de mesma letra
minuscula na linha e médias de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem estatisticamente.
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Tabela 4. Parametros estruturais das microemulsdes de carotenoides em suco

de maca clarificado.

RH IPD PZ cD ME

Amostra (nm) (%) (mv) (mS.cm™) (um cm.Vs™)
MCT 121,57 £ 0,1° 32,87+0,7°  -1,42£0,11° 1,84 £ 0,04° 0,11 0,01°
MCTM 71,50 + 2,6° 25,32 +0,4° -1,37 £0,3° 2,05 +0,06° -0,11 £ 0,02
MUT 91,48 +2,4° 30,78+0,9°  -0,45+0,04° 1,86 + 0,04° -0,04 + 0,004°
MUTM 41,41+0,6° 23,23 +0,3° -0,23+0,1° 2,08 + 0,06° -0,02 £0,01°

MCT: Microemulsdo com B-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com [B-caroteno- Tween 20 e
Monoglicerideos; MUT: Microemulsdo com urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsdo com urucum-
Tween 20 e Monoglicerideos; RH: Raio hidrodinamico; IPD: indice de polidispersdo; PZ: Potencial zeta;
CD: Condutividade; ME: Mobilidade eletroforética. As médias foram comparadas por ANOVA, usando o
teste de Tukey ao nivel de significancia de p < 0,05. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao
diferem estatisticamente.

O potencial zeta € uma maneira efetiva de controlar o comportamento das
goticulas, por indicar a relagao entre o potencial de superficie e as forgas de
repulsdo entre as goticulas (ROSANI, 2011). Os valores de potencial zeta
obtidos para todas as amostras foram negativas, devido as cargas parciais
negativas dos tensoativos, porém, foram proximos a zero, o que € justificado
pela natureza quimica dos tensoativos utilizados. O tipo de carotenoide
utilizado parece néo ter influenciado neste parametro.

Para SANTOS et al. (2016), as emulsdes, nano ou microemulsdes do tipo
O/A, estabilizadas com uma mistura de dois tensoativos n&o ibnicos,
apresentam uma regiao interfacial com excesso de dipolos com alguma
orientagdo, resultando na queda de potencial. Considera-se, ainda, que, a
estabilidade das microemulsdes contendo em sua composigao tensoativos nao
ibnicos, como as formulagdes do presente estudo, ndo dependem unicamente
do potencial zeta, visto que os tensoativos nao idbnicos tendem a diminuir o
valor absoluto deste parametro (AGGARWAL et al., 2013).

Nos tensoativos n&o ibnicos utilizados, a polaridade da molécula
geralmente é oriunda da presenga dos grupos etoxilados, que concentram
cargas parciais negativas nos atomos de oxigénio ao longo da molécula
(DALTIN, 2011). Ao analisar uma goticula de o6leo dispersa em uma fase
aquosa, pode-se ver que a superficie ndo apresenta dupla camada elétrica,
pois estes tensoativos ndo possuem carga verdadeira. Os surfactantes nao

iGbnicos apresentam partes polares muito longas e a estabilizagdo das emulsées
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ou microemulsdes ocorre por impedimento estérico (FONTES, 2017; DALTIN,
2011).

A mobilidade eletroforética é a razao da velocidade dos ions em relagao a
forca de um campo elétrico. Os valores de mobilidade eletroforética foram
menores (p < 0,05) para os sucos adicionados de urucum (MUT e MUTM),
contudo, todos os valores foram muito baixos. Estes valores podem ser
justificados pela natureza dos tensoativos utilizados (Tween 20 e o
monoglicerideo), ou seja, ambos sao nao idnicos. Também os pigmentos (B-
caroteno e o urucum), por serem compostos organicos de baixa polaridade,
nao devem ter contribuido para elevar a mobilidade eletroforética. Como o
urucum contém uma mistura de carotenoides, além de outros compostos em
menor quantidade, é possivel que essa diversidade em sua composicao tenha
influenciado nos valores da mobilidade eletroforética, contudo, sem gerar
valores expressivos para este parametro.

A condutividade elétrica € um pardmetro importante que permite a
distincdo entre microemulsdes do tipo O/A e A/O. Nas microemulsdes A/O, a
fase continua é oleosa e a relagao entre a fase oleosa e a fase aquosa ¢€ alta,
justificando a condutividade menor. Por outro lado, as microemulsées O/A tém
maior proporcdo da fase aquosa, portanto, apresentam maior condutividade,
geralmente na faixa de 0,25 mS.cm™ a 0,35mS.cm™ (AMUTI et al., 2021). Os
valores encontrados neste estudo para a condutividade elétrica ficaram entre
1,84 e 2,08 mS.cm™, tipicos de sistemas com dominio aquoso. N&o houve
diferencga significativa entre as amostras em funcéo do tipo de carotenoide ou

tensoativo aplicados.

4.3. Atividade antioxidante e estabilidade dos carotenoides no suco de

macga estocado sob refrigeragao

Foram utilizadas duas diferentes metodologias para determinar a
atividade antioxidante dos sucos desenvolvidos, visando observar qual
apresenta melhor afinidade com a matriz estudada (Figuras 3A e 3B; Tabela 5
do material suplementar).

Independentemente da amostra, a atividade antioxidante por ABTS
destacou-se em relacdo a atividade medida por DPPH. Na primeira semana de
armazenamento, os valores da capacidade de inibicdo dos radicais livres por
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ABTS ficaram proximos a 90%, enquanto os valores obtidos por DPPH foram
inferiores a 12% para as amostras contendo carotenoides microemulsionados
e, apenas a 9% para o suco padrao.

Segundo SUCUPIRA et al. (2012) e SILVA et al. (2022), a atividade
antioxidante medida através da captura do radical 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico (ABTS), que pode ser gerada mediante
uma reacao quimica, eletroquimica ou enzimatica, pode medir a atividade de
compostos de natureza tanto hidrofilica quanto lipofilica, o que pode ter
contribuido para os valores superiores da atividade antioxidante obtidos por
esta metodologia. Contudo, ao longo das quatro semanas, houve redugéo
drastica da atividade antioxidante no suco medida por qualquer das
metodologias, indicando a degradagao de espécies com potencial antioxidante
presentes na matriz.

Foi observada da primeira a quarta semana de armazenamento (Tabela
5-material suplementar) uma redugdo da capacidade antioxidante medida por
ABTS para a amostra com 3-caroteno e Tween 20 (MCT) de aproximadamente
79%, para a amostra com [(-caroteno, Tween 20 e monoglicerideos (MCTM)
em cerca de 78%, para a amostra com urucum e Tween 20 (MUT) em torno de
82%, para a amostra com urucum, Tween 20 e monoglicerideos (MUTM)
proximo a 74%, e para o suco controle (sem adigdo de carotenoides e
emulsionantes) de 88%. A atividade antioxidante medida por DPPH apresentou
reducdes de aproximadamente 93% para a amostra com [(3-caroteno e Tween
20 (MCT), de 82% para amostra com f3-caroteno, Tween 20 e monoglicerideos
(MCTM), de 95% para a amostra com urucum e Tween 20 (MUT), e de 85%
para a amostra com urucum, Tween 20 e monoglicerideos (MUTM). Na
amostra controle ndo foi observada atividade antioxidante nas ultimas duas
semanas.

Observou-se que a degradagao dos carotenoides nas microemulsdes
contendo apenas o Tween 20 foram ligeiramente superiores em relagdo as
microemulsdes preparadas com a combinacdo de Tween 20 e
monoglicerideos. Constatou-se também que mesmo ocorrendo redugao na
atividade antioxidante das amostras que continham carotenoides
microemulsionados, este parametro ainda se manteve superior ao do suco

clarificado padréo (sem a adigao de carotenoides).

72



Porcentagens distintas de carotenoides (B3-caroteno e urucum) foram
utilizadas nas formulagbes das microemulsdes (Tabela 1), em fungdo do [3-
caroteno sintético apresentar grau de pureza superior a 95%, enquanto o
urucum apresenta como pigmentos majoritarios a bixina e norbixina, além de
varios carotenoides em menor quantidade, como a isobixina, B-caroteno,
criptoxantina, luteina, zeaxantina e a orellina. (TOLEDO et al., 2021), e,
portanto, apresenta quantidades inferiores de carotenoides.

Assim como ocorreu em relagédo a atividade antioxidante, o conteudo de
carotenoides nas amostras de suco contendo [-caroteno e urucum
microemulsionados, tanto somente com Tween 20 quanto com Tween 20 e
monoglicerideos, também diminuiram significativamente durante o periodo de
armazenamento (Figura 3C, Tabela 5 — material suplementar).

Com relagéo ao teor de carotenoides, houve um decréscimo significativo
da primeira para a quarta semana de armazenamento, sendo verificados
menores porcentuais de degradagcdo nas amostras com [-caroteno
microemulsionado, de 25% na amostra redugdo para a amostra com [-
caroteno e Tween (MCT), e de 36% para a amostra com B-caroteno, Tween 20
e monoglicerideos (MCTM). No final do periodo de estocagem, os porcentuais
de degradagédo nas amostras contendo urucum microemulsionado foram de
69% na amostra com urucum e Tween 20 (MUT) e de 56% na a amostra com
urucum, Tween e monoglicerideos (MUTM). Ainda que tenham ocorrido
perdas, ao final da primeira semana, que ja representaria um tempo maior que
a validade normalmente indicada para o suco apds aberto, o conteudo de
carotenoides manteve-se estavel na amostra contendo B-caroteno e Tween 20
(MCT), e este conteudo reduziu em apenas 12% quando o Tween foi
combinado com monoglicerideos (MCTM). Percebeu-se a tendéncia de menor
estabilidade destes compostos presentes no urucum.

Os carotenoides naturalmente presentes no suco padrdao (P)
apresentaram degradacao superior (38%) a ocorrida nas amostras com (-
caroteno microemulsionado (MCT e MCTM), indicando que o preparo na forma
de microemulsdes pode ter proporcionado algum beneficio na manutencéo do

B-caroteno nos sucos.
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Figura 3. Atividade antioxidante por ABTS (A) e por DPPH (B), e teor de carotenoides (C) nos
sucos de maga clarificados contendo carotenoides microemulsionados, no periodo de quatro
semanas sob refrigeragdo. MCT: Microemulsdo com [(-caroteno- Tween 20); MCTM:
Microemulsdo com [(-caroteno- Tween 20 e Monoglicerideos; MUT: Microemulsdo com
urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsdo com urucum- Tween 20 e Monoglicerideos; P:
Padrao- Suco comercial de macga clarificado sem adi¢gao de carotenoides.

O suco padrao (P) apresentou baixo de teor de carotenoides, o que ja era
esperado, pois no processo de clarificagdo os compostos em suspensao sio
parcialmente removidos (SHARMA et al., 2017), e os teores de compostos de
baixa solubilidade em agua, como os pigmentos, sao insignificantes neste tipo

de produto. Assim, o enriquecimento torna-se interessante em termos

nutricionais, contribuindo para reforgar, prevenir ou corrigir eventuais deficiéncias
de carotenoides (MARQUES et al., 2012).
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Independente do tensoativo utilizado, o [(-caroteno sintético foi mais
estavel que os carotenoides presentes no urucum nas microemulsdes durante
o periodo de armazenamento (Tabela 5-material suplementar).

Considerando o preconizado pela RDC n.° 429 e pela IN n.° 75, de 8 de
outubro de 2020 (BRASIL, 2020), pode-se verificar que as amostras
mantiveram valores acima de 5% do VDR (valor diario de referéncia) por duas
semanas de armazenamento, com excecdo da amostra com urucum e Tween
20 (MUT), na qual os carotenoides reduziram de 736 ug de [(-caroteno. 200
mL" para 444 ug de B-caroteno. 200 mL™" na segunda semana. A quantidade
de carotenoides microemulsionados em 200 mL de suco de maga alcancou
para a amostra com B-caroteno e Tween (MCT) 632 ug de B-caroteno; para a
amostra com [B-caroteno, Tween e monoglicerideo (MCTM) 734 ug de B-
caroteno; para a amostra com urucum e Tween (MUT) 444 ug de B-caroteno e
para a amostra com urucum, Tween e monoglicerideo (MUTM) 728 ug de [3-
caroteno, ao final da segunda semana de armazenamento. O conteudo minimo
(5%) de carotenoides requeridos para criangas de 4 a 8 anos é de 240 ug de [3-
caroteno dia™, criancas/adolescentes de 9 a 18 anos de 450 ug de B-caroteno
dia” e de adultos 480 pg de B-caroteno dia™. Segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO, 2001), a recomendagdo diaria minima do alimento

enriquecido ou fortificado é de responsabilidade das autoridades de cada pais.

5. Conclusao

A insercado de carotenoides em suco de maga clarificado, na forma de
microemulsdes O/A, viabilizou o enriquecimento do suco sem alterar sua
transparéncia optica, ou seja, mantendo a limpidez caracteristica do produto,
ademais, proporcionou boa estabilidade. O comportamento das amostras foi
de fluidos newtonianos.

O conteudo de carotenoides das amostras enriquecidas se manteve
significativamente superior ao do suco padrao, no periodo de quatro semanas
de estocagem sob refrigeragdo, sendo que, a adigdo na forma de [(B-caroteno
demonstrou maior manutencdo dos carotenoides do que pela adicdo do
urucum. Observou-se que a combinagdo de monoglicerideos e Tween 20,

como surfactantes, proporcionou menor perda de carotenoides em relacdo as
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amostras em que se utilizou apenas Tween 20 para a formacdo da
microemulsdo.

O enriquecimento com os carotenoides, sob a forma proposta, resultou
em maior atividade antioxidante para o suco, independente dos componentes
utilizados.

O pH das amostras nao foi influenciado pelos pigmentos ou componentes
das microemulsdes; no entanto, a cor tornou-se mais alaranjada, o que
também pode ser considerado favoravel, pela relacdo com o enriquecimento do
produto.

A avaliacdo da estrutura das microemulsées por DLS indicou que as
goticulas da fase dispersa apresentaram polidispersdo de tamanho, com
dimensbes da ordem de nandmetros. As microemulsdées com a mistura dos
tensoativos apresentaram menores dimensodes (41,4 e 71,5 nm) em relagao
aquelas com apenas Tween 20 (121,57 e 91,48 nm). Os valores baixos do
potencial zeta e mobilidade eletroforética condizem com caracteristicas dos
tensoativos nao ibnicos empregados.

Os dados obtidos indicam a possibilidade de enriquecimento de sucos
com carotenoides, a partir da utilizacdo de microemulsdes de O/A,

representando uma inovacao neste campo de estudo.
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7. Material suplementar

Tabela 5. Atividade antioxidante e conteudo de carotenoides nas
microemulsdes de carotenoides em suco de macé clarificado, durante quatro
semanas de armazenamento refrigerado a 4 °C.

Armazenamento (média * desvio padrao)

Amostra Parametros 1° semana 2° semana 3° semana 4° semana
ABTS 91,43+0,3™" 5429 +0,05% 44,88+ 1,92° 19,24 + 0,05°°
MCT DPPH 11,72 1,3 7,98 + 1,8%° 2,70 £ 0,7°%¢ 0,91+ 0,3°°
CT 3,13 £ 0,05™ 3,16 £ 0,2°* 2,76 + 0,07*° 2,36+ 0,02°
ABTS 91,29 + 0,2" 4460+1,82%  4258+0,86™° 20,46 + 1,82°
MCTM DPPH 11,83+ 0,74 8,82+ 0,8 3,44+0,2% 2,08+ 0,4%
CT 4,11+0,19" 3,67 £ 0,65 2,88+ 0,05™ 2,614 0,05
ABTS 90,82+0,07"" 50,76 +2,4™ 40,65+ 0,37° 16,42+ 2,4
MUT DPPH 11,69 + 0,9 4,83+0,5" 0,71 0,5 0,64 + 0,3
CT 3,68 +0,05" 2,22 +£0,13% 1,58+ 0,17° 1,14+ 0,1
ABTS 92,28 + 0,4 46,98 + 0,8 43,17+ 0,85™° 23,64 £0,8%7
MUTM DPPH 11,61 £ 0,5 4,94+0,9% 3,29 + 0,4°%¢ 1,73 £0,3%°
CT 4,59 + 0,03 3,64 +0,3% 2,29+ 0,08 2,02 +0,01%°
ABTS 89,55 + 0,5 36,13 + 1,4% 31,96 + 0,9 10,73 + 1,47
P DPPH 9,16+ 0,2 0,47 £ 0,16 ND ND
CT 0,29 + 0,05%* 0,29 + 0,03* 0,22 +0,03** 0,18 +0,1%°

MCT: Microemulsao com B-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com [(-caroteno- Tween
20 e Monoglicerideos; MUT: Microemulsdo com urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsdo com
urucum- Tween 20 e Monoglicerideos; P: Padrdo: Suco comercial de maga clarificado. ABTS e
DPPH (% de inibigdo); CT (Carotenoides totais-ug/g de B-caroteno). As médias foram
comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de p < 0,05. Médias
seguidas de mesma letra mindscula na coluna, para o mesmo tipo de determinacéo, e médias de

mesma letra mailscula na linha ndo diferem estatisticamente. ND-N&o detectado.
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5. Capitulo 3 - Carotenoides microemulsionados em suco clarificado de
maca: estabilidade microbioldgica e avaliagao sensorial.

Resumo

O suco de frutas vem se destacando em termos de consumo devido a
demanda crescente de mercado por produtos naturais e ricos em nutrientes.
Com base nisso, formulagdes de suco clarificado de maca com carotenoides
microemulsionados foram desenvolvidas e vém sendo estudadas pelo presente
grupo de pesquisa. Sabe-se que a qualidade microbiolégica e a aceitagéo
sensorial sdo necessarias para compreender o comportamento microbiolégico
do produto durante seu armazenamento e a influéncia dos diferentes atributos
sensoriais na aceitagdo pelos consumidores. Assim, o objetivou-se com este
trabalho enriquecer suco de macga clarificado com carotenoides na forma de
microemulsdes e avaliar o produto por meio de analises sensoriais, bem como
a estabilidade microbiolégica. Para a avaliagdo microbiolégica foi realizada a
contagem total de fungos e de bactérias acido laticas (BAL), e na avaliagao
sensorial foram realizados os testes de preferéncia, aceitacdo, ordenacao,
intencdo de compra, além do teste de dominancia temporal das sensagdes
(TDS). Para a avaliagdo microbioldgica foram utilizadas amostras de suco com
B-caroteno e urucum microemulsionados, empregando Tween 20 e a de
combinacdo de Tween 20 e monoglicerideos como emulsificantes. Ja na
analise sensorial foram formuladas amostras de suco com [3-caroteno e urucum
microemulsionados, utilizando apenas Tween 20, porém em diferentes
porcentagens (0,03%, 0,05%, 0,09%, 0,19%). A amostra de suco de maca
clarificado com microemulsdo de B-caroteno e Tween 20 (MCT) apresentou
pequeno desenvolvimento flingico no tempo zero (1 log.UFC.mL™) e no tempo
21 dias de estocagem (1,99 log.UFC.mL™). Nao foi observado desenvolvimento
de bactérias acido laticas em até 14 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C.
As formulagbes elaboradas com menor porcentagem de Tween 20 na
composicéo foram as mais aceitas pelos avaliadores (0,03% e 0,05%). A maca
foi o descritor mais perceptivel no teste de dominancia temporal das sensacdes
(TDS). Os resultados indicaram a preferéncia pelas formulagées com menor
porcentagem de Tween 20, independentemente do tipo de carotenoide
utilizado, e a tendéncia de compra foi superior para a amostra de suco
clarificado de magé adicionada de urucum na forma de microemulsdo (MUT).

Palavras-chave: Urucum; B-caroteno; fungos; BAL; aceitagdo sensorial,
preferéncia sensorial; TDS.

1. Introdugao

O suco clarificado consiste num produto obtido da extracdo da fruta,
totalmente natural, sem conservantes e sem adicdo de agucar ou adogante. O
produto se apresenta como um liquido claro, limpido, brilhante e o gosto doce
da fruta (SAINZ et al.,, 2015; JANZANTTI et al., 2003). Por ser uma bebida
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saudavel, o suco de maga armazena nutrientes, minerais € micronutrientes e
pode ser rapidamente absorvido pelo corpo humano (CAl et al., 2020). O suco
clarificado de maga apresenta sabor unico, além disso, os consumidores
preocupados com uma alimentagdo saudavel tém preferido sucos integrais,
geralmente ricos em compostos bioativos (CAl et al., 2020; XU et al., 2022).

Os compostos bioativos sdo moléculas extranutricionais encontradas
naturalmente nos alimentos de origem vegetal e animal e, quando ingeridos
em quantidades significativas, sugerem diversos beneficios a saude humana.
Na classe dos compostos bioativos, o subgrupo dos carotenoides representa
um amplo e numeroso grupo de fitoquimicos, os quais apresentam uma
estrutura complexa, com caracteristica lipofilica (CARNAUBA, 2019).

No entanto, varios fatores limitam incorporar carotenoides em muitos
alimentos e bebidas, devido a sua baixa solubilidade em agua e alta
hidrofobicidade, alto ponto de fusdo e alta suscetibilidade a degradacéo
quimica (QIAN et al.,2012; CHAARI et al., 2018).

A inclusao de carotenoides em bebidas nao alcodlicas pode ser viabilizada
sob a forma de microemulsdo, que além de ampliar a solubilidade,
paralelamente, pode favorecer a redugao ou prevencéo da degradagao desses
compostos. As microemulsdes estdo se tornando cada vez mais promissoras
na industria de alimentos, devido a algumas vantagens como da maior
estabilidade e transparéncia optica (SAIFULLAH et al., 2016).

Microemulsdo € um sistema formado por Oleo, agua e um ou mais
tensoativos, opticamente transparente e termodinamicamente estavel. A
transparéncia optica das microemulsdes € decorrente da microestrutura da
fase dispersa, a qual apresenta dimensdes abaixo de 100 nm (TARTARO et
al., 2020). Assim, o tamanho das goticulas em uma microemulsdo é um fator
importante e também esta relacionado a sua estabilidade. A alta capacidade
de solubilizacdo e estabilizacdo das substancias incorporadas, esta
relacionada a baixa tensao interfacial destes sistemas (FASOLIN et al., 2012;
MCCLEMENTS, 2011). A capacidade de solubilizar simultaneamente
compostos funcionais de diferentes polaridades tornam as microemulsdes
aplicaveis para o preparo de formulagdes alimentares enriquecidas (SHAH,
2018).
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Em estudo realizado pelo grupo de pesquisa (Capitulo 2) foi possivel
microemulsionar carotenoides em suco clarificado de maca utilizando
diferentes tensoativos (monoglicerideos e Tween 20). Contudo, a estabilidade
microbiolégica e sensorial destes sistemas nao foi avaliada. Assim, identificar
as possiveis alteragdes, € relevante para definir o prazo de validade e a
aceitabilidade do produto pelos consumidores.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo enriquecer suco de maca
clarificado com carotenoides (p-caroteno e wurucum) na forma de
microemulsdes utilizando os emulsificantes Tween 20 e monoglicerideos;
avaliar o produto microemulsionado com Tween 20 por analises sensoriais;
bem como avaliar a estabilidade microbiolégica das amostras

microemulsionadas com Tween 20 e monoglicerideos.

2. Materiais e métodos

2.1. Materiais

Foram utilizados urucum adquirido no comércio local (Pelotas/RS/Brasil), B-
caroteno de padrdo analitico (Sigma Aldrich/Alemanha), Tween 20-
polioxietileno sorbitano monolaurato (Sigma Aldrich/Alemanha), Tween 80-
monooleato de sorbitan etoxilado 20 EO (Sigma Aldrich/Alemanha),
Monoglicerideo da sintese do 6leo de linhaga (Hobuss et al., 2020), alcool
etilico P.A. (Dinamica/Brasil), suco clarificado de maga comercial, BDA- agar
batata dextrose (Kasvi/Espanha),  MRS- agar Mrs. lactobacillus
(Kasvi/Espanha), placa de Petri estéril 60 x 15 mm (J. Prolab/ Brasil); além dos

demais reagentes e padrdes usados para analises, todos de pureza analitica.

2.2. Métodos
2.21. Formulagbes das amostras de suco clarificado de maga

microemulsionado com carotenoides.
2.2.1.1. Amostra destinada para a analise microbiolégica

Foram obtidos quatro amostras de sucos microemulsionados (Tabela 1).
Primeiramente, pesou-se em balanga analitica as amostras de carotenoides e
adicionou-se o alcool etilico para solubilizagdo do pigmento. Apds, foi pesado e

adicionado o Tween 20/ monoglicerideos, e sob agitagdo magnética procedeu-
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se a homogeneizagao simples (apenas para a mistura dos componentes). Logo
apos a mistura dos componentes, a bebida (suco) foi adicionada na mistura,
mantendo-se a agitagdo magnética até a obtengdo de um sistema opticamente

transparente e translucido, indicando a formagao da microemulsao.

Tabela 1. Formulagdo de suco de macd clarificado com carotenoides

microemulsionados submetidas a avaliagdo microbiolégica.

Alcool Emulsificantes Suco de
Amostras Carotenoides etilico maga
(%) (%) Monoglicerideos Tween 20 (% miv)
(%) (%)
MCT 0,01 1 - 0,19 98,80
MCTM 0,01 1 0,27 1,62 97,10
MUT 0,07 1 - 0,19 98,74
MUTM 0,07 1 0,27 1,62 97,04

MCT (Microemulsdo com [-caroteno-Tween 20); MCTM (Microemulsdo com [(-caroteno-
Tween 20 e Monoglicerideos); MUT (Microemulsdo com urucum- Tween 20); MUTM
(Microemulsao com urucum- Tween 20 e Monoglicerideos).

2.2.1.2. Amostra destinada para a analise sensorial

Foram obtidos oito amostras de sucos microemulsionados (Tabela 2).
Primeiramente, pesou-se em balanga analitica as amostras de carotenoides e
adicionou-se o alcool etilico para solubilizagdo do pigmento. Apds, foi pesado e
adicionado o Tween 20 em diferentes porcentagens (0,03%; 0,05%; 0,09% e
0,19%), e sob agitagdo magnética procedeu-se a homogeneizagdo simples
(apenas para a mistura dos componentes). Logo apdés a mistura dos
componentes, a bebida (suco) foi adicionada na mistura, mantendo-se a
agitacdo magnética até a obtengcdo de um sistema opticamente transparente e

translucido, indicando a formac&o da microemulséao.
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Tabela 2. Formulagdes do suco de macga clarificado com carotenoides

microemulsionados submetidas a analise sensorial.

Amostra Carotenoides  Alcool etilico Tween 20 (%) Suco de maga
(%) (%) (%o miv)
MC + 0,19T 0,01 1 0,19 98,80
MC + 0,09T 0,01 1 0,09 98,90
MC + 0,05T 0,01 1 0,05 98,94
MC + 0,03T 0,01 1 0,03 98,96
MU + 0,19T 0,07 1 0,19 98,74
MU + 0,09T 0,07 1 0,09 98,84
MU + 0,05T 0,07 1 0,05 98,88
MU + 0,03T 0,07 1 0,03 98,90

MC (Microemulsdo com B-caroteno); MU (Microemulsdo com urucum); T (Tween 20).

2.2.2. Analise microbiolégica

A fim de avaliar o desenvolvimento fungico no suco com carotenoides
microemulsionados (Tabela 1) ao longo do armazenamento, foi realizada a
contagem total de fungos segundo metodologia descrita por STAREK et
al.(2021), com algumas modificagdes. Placas de Petri com BDA foram
preparadas conforme a indicagao do fabricante, adicionadas de 100 pl do suco
desenvolvido no centro da placa para posterior espalhamento total da amostra
e incubacédo a 25 °C por 5 dias no periodo de 0, 7, 14 e 21 dias de estocagem.
Para o controle, foram utilizadas placas de BDA sem a adigcado do suco.

Para a contagem total de bactérias acido laticas (BAL), utilizaram-se
placas de Petri com MRS, preparadas conforme a indicacdo do fabricante,
adicionadas de 100ul do suco no centro da placa, para posterior espalhamento
total da amostra e incubacao a 35 °C por 3 dias. As avaliagdes ocorreram no
periodo de 0, 7, 14 e 21 dias de estocagem. Para o controle, foram utilizadas

placas de MRS sem a adi¢ao do suco.
2.2.3. Analise sensorial

Para a analise sensorial foram desenvolvidas oito formulagbes de sucos
contendo carotenoides microemulsionados, sendo: quatro formulagbes com

microemulsdo de B-caroteno e quatro formulacbées com microemulsdo de
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urucum (Tabela 2). Nas formulagdes foram alteradas a quantidade de Tween
20, e os testes sensoriais foram realizados em dias distintos e separados por
amostra (MCT- Suco clarificado de mag¢a microemulsionado com [3-caroteno e
Tween 20; MUT- Suco clarificado de magad microemulsionado com urucum e
Tween 20) devido a quantidade de formulagbdes. Cabe ressaltar, que as
porcentagens dos constituintes na formulagdo de cada suco nao interferiram na
estabilidade da microemulséo, e as amostras elaboradas com monoglicerideos
obtidos de sintese do 6leo de linhaga (HOBUSS et al., 2020) n&do foram
utilizadas para a avaliagdo sensorial, pois, ndo foi avaliado a garantia de
inocuidade do produto para o consumo humano.

A avaliagao sensorial da bebida desenvolvida foi conduzida no Laboratdrio
de Analise Sensorial do CCQFA/UFPel, para identificar a impressao dos
consumidores. Foram realizados os testes de preferéncia e aceitacio,
juntamente com um estudo de consumo, através da aplicagdo de um
questionario (Anexos) contendo o teste afetivo, quantitativo e de aceitacéao,
com escala hedbnica e teste de ordenacdo, além do teste da intencdo de
compra (GULARTE, 2009).

As amostras de sucos microemulsionados foram codificadas com trés
digitos aleatérios foram fornecidas em copos descartaveis de 50 mL em
temperatura ambiente. Todos os testes foram realizados em cabines
individuais, com luz branca, isentas de ruidos e odores, em horario distante das
principais refei¢des. Foi solicitado aos julgadores que expressassem sua
preferéncia pelas amostras, ordenando-as da mais preferida (1) a menos
preferida (3). A aceitagao foi avaliada para os atributos (aparéncia, cor, sabor,
acidez, impressao global e indice de aceitagao) por meio de escala hedbnica
de 9 pontos, na qual os extremos correspondiam aos termos (1) “desgostei
extremamente” e (9) “gostei extremamente”. Na pesquisa da intencdo de
compra utilizou-se uma escala de 3 pontos, com as descri¢cdes “provavelmente

” 113

compraria”, “talvez compraria” e “ndao compraria” (GULARTE et al., 2019). O
indice de aceitagao (l.A) foi calculado conforme a equag&o 1, com base nos

dados obtidos para a impresséao global.
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1.A=§x100 (Eq.1)

Em que:
A = nota média obtida para o produto (impressao global);

B = nota maxima da escala utilizada.

O teste de dominéncia temporal das sensagbes (TDS) foi realizado
conforme a metodologia de PINEAU (2009). O teste foi realizado em cabines
individualizadas e contou com a participacao de avaliadores selecionados com
base em suas aptiddes sensoriais. As amostras foram apresentadas em
recipientes descartaveis, codificados com trés digitos aleatérios, contendo 15
mL de suco. Na analise, os avaliadores foram solicitados a escolher a
sensagdao dominante durante o tempo de ingestdo, considerando como
dominante a sensacio percebida com maior clareza e intensidade, a partir de
uma lista predefinida (doce, acido, maca, adstringente, amargo, remédio,
artificial e cor ndo caracteristica). O tempo de duragdo de 30 segundos foi
estabelecido para analisar cada amostra utilizando o software SensoMaker.
Foram construidas curvas com nivel de significancia de 5%.

As analises foram realizadas com a aprovagdo do Comité de Etica da
FAMED/UFPel, Parecer Consubstanciado do CEP — n.® 5.978.662.

3. Analise estatistica

As determinagdes foram realizadas em ftriplicata, com os resultados
expressos em médias = desvio padrédo, sendo estes submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e os tratamentos comparados pelo teste Tukey (p<0,05).

4. Resultados e discussao
4.1. Avaliagao microbiolégica

Foram realizadas analises de fungos e de bactérias acido laticas (BAL) no
suco microemulsionado com B-caroteno e urucum e no suco comercial padrao
(Tabela 1). A deterioragdo de sucos de frutas esta associada aos
microrganismos tolerantes ao meio acido (pH 3,0 a 4,0), com predominio de
bactérias laticas e fungos (CONTI, 2013; KREUTZ, 2021).
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Segundo SOURRI et al. (2022), as leveduras sao os microrganismos de
deterioragdo predominantes em sucos de fruta devido sua alta tolerancia a
meios acidos e preferéncia por condi¢gdes anaerébicas, combinado com o alto

teor de agucar e a temperatura de refrigeracéo, a qual sdo submetidos.

Tabela 3. Contagem total de fungos nos sucos de macé clarificados com

carotenoides microemulsionados, durante o armazenamento refrigerado por 21

dias.
Tempo de armazenamento (Dias)
Amostras To T7 T14 T21

P 1,60+ 0,3 2,15+ 0,5°C 6,00+ 0,0% 6,00+ 0,0%
MCT 1,00+ 0,9%* 0,00+ 0,0°° 0,00+ 0,0*® 1,99 + 0,1%8
MCTM 0,87 + 0,8 2,84 +0,0"8 6,00 + 0,0 6,00 + 0,0
MUT 1,43 + 0,44 2,19+ 0,1°8¢ 6,00 + 0,0 6,00+ 0,0
MUTM 1,74 + 0,2 2,96 + 0,2°A 6,00 + 0,0 6,00 + 0,0

MCT: Microemuls&do com B-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com B-caroteno- Tween
20 e Monoglicerideos; MUT: Microemulsao com urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsao com
urucum- Tween 20 e Monoglicerideos; P: Padrao- Suco comercial de magéa clarificado. As
médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de
p < 0,05. Médias seguidas da mesma letra minuscula na linha e maildscula na coluna nao
diferem estatisticamente. Os resultados foram expressos em média (Iog.UFC.mL'1) * desvio
padrao.

Pode-se observar pelos dados que todas as amostras apresentaram maior
desenvolvimento fungico em 21 dias de armazenamento refrigerado, com
excecdo da amostra MCT (suco clarificado de magad com [(-caroteno
microemulsionado e Tween 20) que apresentou a menor média com 1,99
Iog.UFC.mL'1. A amostra MCT (suco clarificado de mag¢d com [-caroteno
microemulsionado e Tween 20) apresentou desenvolvimento fungico nos
tempos 0 e 21 dias de armazenamento; no entanto, nos tempos 7 e 14 dias de
armazenamento nao houve desenvolvimento fungico. Uma possivel
contaminagcdo ambiental no tempo zero pode ter ocasionado o crescimento
fungico, uma vez que, esse comportamento ndo se repete no tempo 7 e 14
dias de estocagem. As demais amostras apresentaram col6nias ja na primeira
semana de estocagem.

Nao houve diferenga significativa do crescimento fungico entre as amostras
no tempo zero. No tempo 7, as amostras MCTM (suco clarificado de maga com

B-caroteno microemulsionado- Tween 20 e monoglicerideos) e MUTM (suco
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clarificado de magd com wurucum microemulsionado- Tween 20 e
monoglicerideos) apresentaram maior desenvolvimento fungico; e na amostra
MCT (suco clarificado de maga com B-caroteno microemulsionado- Tween 20)
nao foi observado crescimento fungico. Nos tempos 14 e 21 dias, com excegéao
da amostra MCT (suco clarificado de mag¢a com B-caroteno microemulsionado-
Tween 20), as demais amostras apresentaram expressivo desenvolvimento
fungico.

O comportamento da amostra MCT (suco clarificado de macga
microemulsionado com B-caroteno- Tween 20) pode ser justificado pela agéo
detergente dos tensoativos, podendo ter agido sobre a parede celular do
microrganismo causando a destruicdo do mesmo (SILVA et al.,, 2015). No
entanto, nao foi observado o mesmo comportamento para as demais amostras
de suco microemulsionadas, pois, a presenga do urucum e a do
monoglicerideo pode ter influenciado no crescimento fungico devido a possivel

contaminacao.

Tabela 4. Contagem total de bactérias acido laticas nos sucos de maca
clarificados com carotenoides microemulsionados, durante o armazenamento

refrigerado por 21 dias.

Tempo de armazenamento (Dias)

Amostras TO T7 T14 T21
P ND ND ND 6,00 + 0,0"

MCT ND ND ND ND
MCTM ND ND ND 6,00 + 0,0"
MUT ND ND ND 6,00+ 0,0
MUTM ND ND ND 6,00 +0,0*

MCT: Microemulsdo com [3-caroteno- Tween 20; MCTM: Microemulsdo com [3-caroteno- Tween
20 e Monoglicerideos; MUT: Microemulsao com urucum- Tween 20; MUTM: Microemulsdo com
urucum- Tween 20 e Monoglicerideos; P: Padrao- Suco comercial de maga clarificado. As
médias foram comparadas por ANOVA, usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de p
< 0,05. Médias seguidas da mesma letra maiuscula na coluna nao diferem estatisticamente.
ND-N&o detectado. Os resultados foram expressos em média (Iog.UFC.mL‘” + desvio padrao.
Nao foi observado desenvolvimento de BAL até os 14 dias de estocagem
sob refrigeragdo (Tabela 4), possivelmente, devido ao processo térmico
aplicado no suco comercial (P) utilizado neste estudo. Cabe salientar, que o
suco comercial utilizado, apds aberto, tem sua validade limitada a poucos dias

sob refrigeragao.
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Foi verificado o desenvolvimento de BAL nas amostras P (suco clarificado
de magad comercial), MUT (suco clarificado de magad com urucum
microemulsionado-Tween 20), MCTM (suco clarificado de maga com [-
caroteno microemulsionado-Tween 20 e monoglicerideos) e MUTM (suco
clarificado de magd com wurucum microemulsionado- Tween 20 e
monoglicerideos) somente aos 21 dias de armazenamento refrigerado. O
crescimento fungico expressivo aos 21 dias de armazenamento refrigerado
(dados na Tabela 3) pode ter aumentado o pH das amostras de sucos,
permitindo o desenvolvimento das bactérias laticas.

A amostra MCT (suco clarificado de magcd com [-caroteno
microemulsionado- Tween 20) destacou-se em relacdo as demais amostras de
suco por impedir o crescimento de bactérias acido laticas (Bal) ao longo dos 21
dias de armazenamento refrigerado. Este comportamento pode ser justificado
pela possivel acdo do tensoativo (Tween 20) e do carotenoide (B3-caroteno)
utilizado, visto que, ha relatos na literatura da acao antimicrobiana de ambos
componentes.

As bactérias acido laticas (BAL) também s&o associadas a deterioragdo em
sucos de frutas, com produgéo de alguns acidos, etanol e diéxido de carbono,
conferindo sabor semelhante ao leitelho no suco; no entanto, a deterioragao de
sucos por bactérias laticas pode ser evitada pelo tratamento térmico,
procedimento de conservagao realizado durante o envase na maioria de sucos
comerciais (CONTI, 2013; SOURRI et al., 2022).

4.2. Avaliagao sensorial

A avaliacdo contou com a participagao de 54 julgadores nao treinados, de
ambos o0s sexos, pertencentes a comunidade académica da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel). Sendo, 77% do sexo feminino. Destes, 69%
tinham idade entre 20 — 29 anos e 53% possuiam graduacg&o incompleta. Em
relacdo ao consumo de suco clarificado, 48% dos avaliadores reportaram que
consomem 0O suco pelo menos uma vez por semana e 52% relataram nao
consumir ou nunca consumiram pelo fato de desconhecerem o produto e/ou
ser dificil de encontrar nos supermercados, ou ainda, preferem consumir suco

natural (in natura). Foi também questionado aos avaliadores sobre “gostar ou
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nao gostar’ de macéa, sendo que 95% afirmam gostar da fruta, destes, 41%
costumam consumir uma vez por semana e 36% relatam consumir de duas a
trés vezes por semana.

Os resultados obtidos para os atributos avaliados nas oito amostras de
suco microemulsionadas (Tabela 2) podem ser observada na Tabela 5 (MC-
suco clarificado de maga com B-caroteno e Tween 20) e Tabela 6 (UM-suco
clarificado de mag¢a com urucum e Tween 20).

Entre as amostras de suco clarificado de maca microemulsionado com B-
caroteno (Tabela 5), ndo houve diferenga significativa quanto a “aparéncia” e
“cor”, sendo os escores médios enquadrados na descrigdo “gostei ligeiramente”
da escala hedébnica. As amostras com 0,05% (MC + 0,05T) e com 0,03% de
Tween 20 (MC + 0,03T) destacaram—-se em relagdo as demais em todos os
atributos, sendo classificadas na designacédo “gostei ligeiramente” da escala;
com ressalva da amostra com 0,05% de Tween 20 (MC + 0,05T), que obteve
média 7, quanto a “cor” e “impressdo global”, e, portanto, classificada na

descrigao “gostei moderadamente”.

Tabela 5. Escores médios dos atributos sensoriais avaliados para as amostras

do suco de maca clarificado com [-caroteno microemulsionado.

Amostras
Atributos MC + 0,19T* MC + 0,09T* MC + 0,05T* MC + 0,03T*
Aparéncia 6,72+19* 6,76+1,8° 6,98+15"° 6,88+1,7°
Cor 6,68+16° 6,76+1,8 6,92+1,6° 6,70+1,8°
Sabor 444 +22° 570+20° 7,18+1,6* 6,72+1,8°
Acidez 466+22° 574+19° 6,98+15 665+1,7®
Impressao Global 491+20° 579+20° 722+15 6,74+1,7°
indice de Aceitacao (%) 545 64,4 80,2 74,9

MC (Microemulsdo com -caroteno); T (Tween 20). As médias foram comparadas por ANOVA,
usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de p < 0,05. Médias seguidas da mesma
letra mindscula na linha nao diferem estatisticamente. *Valor corresponde ao % de Tween 20
na amostra. Os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

Nas amostras de suco clarificado de maga com urucum microemulsionado
(Tabela 6), nao houve diferenca significativa da “cor” em fungao dos diferentes
conteudos de tensoativos, sendo o escore médio enquadrado na descrigdo
“gostei ligeiramente” da escala hedobnica, para todas as amostras. As duas
amostras com menores teores de Tween 20 (MU + 0,05T e MU + 0,03T) se

destacaram em relagdo as demais, enquadradas na designacao “gostei
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ligeiramente” para a maioria dos atributos, com ressalva para o atributo
“aparéncia” (“gostei moderadamente”) na formulacdo com 0,05% de Tween
(MU + 0,05T).

Tabela 6. Escores médios dos atributos sensoriais avaliados para as amostras

do suco de maga clarificado microemulsionado com urucum.

Amostras
Atributos MU +0,19T* MU + 0,09T* MU + 0,05T* MU + 0,03T*
Aparéncia 6,13+26° 6,79+16® 705+14° 6,64+15"
Cor 5,87 + 2,5 6,77 £+ 1,6° 6,81+15  6,30+1,7°
Sabor 6,62 +2,1° 543 +2,2° 6,75+ 1,8 6,87 +1,3°
Acidez 3,67 £2,2° 5,39 + 2,0 6,64 +1,7°  6,77+1,8
Impressao Global 3,68 +2,0° 5,90 + 1,9° 6,98 + 1,6° 6,96 + 1,3
indice de Aceitacao 40,8 65,6 77,6 77,4

(%)

MU (Microemulsdo com urucum); T (Tween 20). As médias foram comparadas por ANOVA,
usando o teste de Tukey ao nivel de significancia de p < 0,05. Médias seguidas da mesma
letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente. *Valor corresponde ao % de Tween 20
na amostra. Os resultados foram expressos em média e desvio padrao.

O indice de aceitacéo (I.A) deve atingir o minimo de 70%, para os produtos
serem considerados aceitos. As amostras microemulsionadas com [(-caroteno
e com 0,05% e 0,03% de Tween 20 (MC + 0,05T e MC + 0,03T) (Tabela 5); e
as amostras microemulsionadas com urucum e com 0,05% e 0,03% de Tween
20 (MU + 0,05T e MU + 0,03T) (Tabela 6), apresentaram 80,2% e 75,0%;
77,6% e 77,4%, respectivamente, da aceitabilidade, indicando um bom
potencial mercadolégico. Estas formulagcbes apresentaram a menor
porcentagem de tensoativo (Tween 20) em sua composicdo (Tabela 2).
Verificou-se que a quantidade de tensoativo utilizada nas amostras nao
influenciou na cor e na aparéncia sensorial dos sucos desenvolvidos, contudo,
nos demais atributos houve influéncia. Segundos MATOS et al., (2022) o
Tween ¢é conhecido por seu sabor adstringente, os autores avaliaram
sensorialmente amostras de iogurte de coco contendo as nanoemulsdes de
vitamina D3 produzidas com 6leo de castanha-do-para, 6leo de soja e Tween
80.

Na area de alimentos a analise sensorial € altamente importante por
avaliar a aceitabilidade mercadologica e a qualidade do produto, de modo a
atender desejos e a satisfagdo do consumidor (RICARTE et al., 2019). Além

disso, a escala hedbnica € um dos métodos mais empregados para avaliar a
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aceitacao de produtos, sendo parte crucial no processo de desenvolvimento ou
melhoramento de produtos (OLIVEIRA et al., 2019).

Na Figura 1 (A, B, C, D e E) estdo demonstradas a frequéncia de
distribuicdo da escala hedbnica para os atributos avaliados nas quatro
amostras de suco clarificado de magad com [B-caroteno microemulsionados
(MC).

A Aparéncia B Cor
BMC+0,19T ®MC+0,09T ®MC+0,05T ®MC +0,03T BMC+0,19T ®MC+009T ®MC+0,05T ®MC+0,03T
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" 15 1

10 4 10 4
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Figura 1. Histograma da frequéncia de distribuicdo da escala hedbnica para os atributos
1avaliados nas quatro amostras de suco clarificado de maga com B-caroteno microemulsionado
(MC). Escala hedobnica: 9 - Gostei extremamente; 8 - Gostei muito; 7 - Gostei moderadamente;
6 - Gostei ligeiramente; 5 - Indiferente; 4 - Desgostei ligeiramente; 3 - Desgostei
moderadamente; 2 - Desgostei muito; 1 - Desgostei extremamente.

A amostra com 0,09% de Tween 20 (MC + 0,09T) se destacou quanto a
“aparéncia” (Figura 1A), com 35% da frequéncia para a nota 8 “gostei muito”; ja
a amostra com 0,05% de Tween 20 (MC + 0,05T) apresentou em média 26%
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das respostas com nota 8 “gostei muito” e 25% com nota 6 “gostei
ligeiramente”, a mesma porcentagem obtida pela amostra com 0,03% de
Tween 20 (MC + 0,03T).

Na Figura 1B, as amostras com 0,09% e 0,03% de Tween 20 (MC + 0,09T
e MC + 0,05T) se destacaram quanto a “cor” com 33% e 31%,
respectivamente, em média das respostas com nota 8 “gostei muito” e 27% das
respostas com nota 7 “gostei moderadamente”, para a amostra com 0,19% de
Tween 20) MC + 0,19T. O “sabor” (Figura 1C) apresentou em média 27% de
respostas na nota 6 “gostei ligeiramente” e 25%, na nota 7 “gostei
moderadamente” para a amostra com 0,09% de Tween 20 (MC + 0,09T). No
entanto, a amostra com 0,05% de Tween 20 (MC + 0,05T) apresentou em
média 72% das avaliagbes com notas entre 7 a 9 entre as descri¢gdes “gostei
moderadamente” a “gostei extremamente”; ja a amostra com o menor teor de
Tween 20, 0,03% (MC + 0,03T) também agradou os avaliadores, com 50% das
avaliagdes para a nota 7 “gostei moderadamente” e 8 “gostei muito”.

Cabe destacar, que a amostra com o maior teor de Tween 20, 0,19% (MC
+ 0,19T) obteve em média 18% das avaliagbes com nota 2 “desgostei muito” e
9% nota 1 “desgostei extremamente” quanto ao “sabor”, indicando que a maior
concentracdo de Tween 20 na amostra pode ter influenciado negativamente
nesse atributo.

As amostras com 0,05% e 0,03% de Tween 20 (MC + 0,05T e MC + 0,03T)
apresentaram boa aceitagdo quanto a “acidez” (Figura 1D), com 69% entre as
descrigdes “gostei moderadamente” e “gostei muito”; por outro lado, a amostra
com maior teor de Tween 20, 0,19% (MT + 0,19T) obteve em média 13% das
avaliagdes na descrigao “desgostei extremamente”. A impressao global (Figura
1E) indicou a amostra que no geral mais agradou os avaliadores. Com base na
escala hedbnica a amostra com 0,05% de Tween 20 (MC + 0,05T) apresentou
em média 49% entre as descrigcbes “gostei muito” e “gostei extremamente”, ao
passo que, a amostra com o maior teor (0,19%) de Tween 20 (MT + 0,19T) foi
a menos apreciada pelos avaliadores, com aproximadamente 13% de
respostas na nota 2 “desgostei muito” e 25% na nota 4 “desgostei
ligeiramente”.

Cabe salientar, que as microemulsdes consistem na utilizacdo de baixa

energia para a formagéo espontanea de goticulas de 6leo nos sistemas mistos
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de dleo/agualtensoativo. Contudo, ha uma desvantagem desse método que é a
necessidade de utilizacao de maiores quantidades de tensoativos do que nos
métodos de alta energia (emulsdes e nanoemulsdes). Dessa forma, pode-se
alterar as caracteristicas do produto onde as microemulsdes sao incorporadas.
E possivel que ocorram alteragdes sensoriais, como de textura, sabor ou
mesmo torna-lo improéprio para consumo (KOMAIKO; Mc CLEMENTS, 2016).
Na Figura 2 (A, B, C, D e E), tem-se a frequéncia de distribuicdo da escala
hedbnica para os atributos avaliados nas quatro amostras de suco clarificado

de maga com urucum microemulsionado (MU).

A Aparéncia B Cor

EMU+0,19T ®MU+0,09T »MU+0,05T ®=MU+0,03T EMU+0,19T ®MU+0,09T =MU+0,05T =MU+0,03T
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Figura 2. Histograma da frequéncia de distribuicdo da escala hedbnica para os atributos
avaliados nas quatro amostras de suco clarificado de magad microemulsionado com urucum
(MU). Escala hedobnica: 9 - Gostei extremamente; 8 - Gostei muito; 7 - Gostei moderadamente;
6 - Gostei ligeiramente; 5 - Indiferente; 4 - Desgostei ligeiramente; 3 - Desgostei
moderadamente; 2 - Desgostei muito; 1 - Desgostei extremamente.
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A amostra com 0,05% de Tween 20 (MU + 0,05T) destacou-se em relagéo
ao atributo “aparéncia” (Figura 2A) com 40% das avaliagbes para a nota 8
“gostei muito”, e as amostras com 0,09% e 0,03% de Tween 20 (MU + 0,09T e
MU + 0,03T) também apresentaram boa frequéncia em notas altas, com média
de 57% para a nota 7 “gostei moderadamente” e 6 “gostei ligeiramente”.

As amostras com 0,05%, 0,09% e 0,19% de Tween 20 (MU + 0,05T, MU +
0,09T e MU + 0,019T) apresentaram em média 89% da nota 8 “gostei muito” e
7 “gostei moderadamente”, e para as amostras com urucum de 0,03% e 0,05%
de Tween 20 com nota 6 “gostei ligeiramente”, apresentaram média de 42%
das avaliagdes quanto a cor (Figura 2B).

Na figura 2C, a amostra com 0,05% de Tween (MU + 0,05T) destacou-se
com nota 8 “gostei muito” manifestada em 39% das avaliagbes; a amostra com
o menor percentual de Tween 20, 0,03% (MU + 0,03T) obteve 60% das
avaliagbes com nota 6 “gostei ligeiramente” e 8 “gostei muito”; e a amostra
com o maior percentual de Tween 20, 0,19% (MU + 0,19T) foi a menos
apreciada pelos avaliadores com nota 2 “desgostei muito”, com 30% das
avaliagdes para o atributo “sabor”.

Em relagc&o a acidez, a amostra com o maior percentual de Tween 20 (MU
+ 0,19T) obteve a menor nota, 2 “desgostei muito” (27% das respostas) e 1
“‘desgostei extremamente” (13% das respostas) (Figura 2D). Contudo, as
amostras com 0,05% e 0,03% de Tween 20 (MU + 0,05T e MU +0,03T)
destacaram-se apresentando nota 8 “gostei muito” com 58% das avaliagdes.

Na impressao global (Figura 2E), assim como nas amostras de suco com
B-caroteno (MC), as amostras de suco com urucum com 0,05% de Tween 20
(MU + 0,05T) e com 0,03% de Tween 20 (MU + 0,03T) destacaram-se, com
78% das avaliagbes com nota 8 “gostei muito”, e a amostra com o0 maior
percentual de Tween 20 (MU + 0,19T) apresentou a menor impressao global,
com 24% das avaliagbes com nota 3 “desgostei moderadamente”.

Analisando os dados da Figura 3, pode-se afirmar que houve diferenca
significativa em relagdo a preferéncia dos avaliadores pelas amostras. A
minima diferenga significativa para a analise com 54 avaliadores nao treinados,
para 4 amostras, é de 35. Assim, todas as amostras que diferirem entre si por
um valor maior ou igual a 35, sédo significativamente diferentes (p < 0,05).
Conforme a tabela de Newell e Mac Farlene (GULARTE, 2009) o valor 1
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corresponde a amostra mais preferida e o valor 4 a amostra menos preferida.
Esses resultados sdo baseados na soma da preferéncia dos julgadores por
cada amostra, logo, a soma de maior valor & considerada a menos preferida

pelos avaliadores e a soma de menor valor a mais preferida pelos avaliadores.

Soma dos pontos da preferéncia Soma dos pontos de preferéncia
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MC +0,03T MC +0,05T MC +0,09T MC +0,19T

MU +0,03T MU +0,05T MU +0,09T MU +0,19T

Figura 3. Histograma da soma dos pontos de preferéncia dos avaliadores para as quatro
amostras de suco microemulsionado com B-caroteno (MC) e urucum (MU). Valores seguidos
pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa (p < 0,05), conforme a tabela de
Newell e Mac Farlane (1987). Valor 1 = mais preferida e valor 4 = menos preferida.

As amostras com o maior percentual de Tween 20 (MC + 0,19T e MU +
0,19T) foram consideradas pelos avaliadores como as menos preferidas, e, em
contrapartida, as amostras com os menores percentuais de Tween 20 (MC +
0,05T e MU + 0,03T) foram as mais preferidas. De modo geral, percebeu-se
que quanto menor o teor de Tween 20 para o desenvolvimento da
microemuls&o, melhores foram as caracteristicas sensoriais avaliadas do suco.

A intencdo de compra para as duas amostras de suco clarificado de maca
com carotenoides microemulsionados (MCT e MUT) pode ser verificado na
Figura 4.

Intencio de compra

EMCT sMUT

52.8

%

Provavelmente Talvez compraria ~ Nao compraria
compraria

Figura 4. Histograma da intencdo de compra para as amostras de suco clarificado de maga
com carotenoides microemulsionados. MCT: Microemulsdo com B-caroteno- Tween 20; MUT:
Microemuls&o com urucum- Tween 20.
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As avaliag¢des indicaram que 52,8% dos consumidores responderam “talvez
compraria”, para o suco com urucum microemulsionado (MUT), e 40,7% “talvez
compraria” o suco clarificado de maga com —caroteno (MCT).

Os resultados indicam uma preferéncia para as amostras com menor
porcentagem de Tween 20, e a tendéncia de compra para a amostra de suco
clarificado de mag¢ad microemulsionado com urucum (MUT), evidenciando que a
quantidade de Tween 20 na amostra dos sucos influenciou no sabor. Quanto
menor a quantidade do tensoativo (minimo necessario para formar a
microemuls&o), melhor foi considerado o sabor do suco, além disso, pode-se
afirmar que a inclusdo do urucum microemulsionado no suco favoreceu a
qualidade sensorial.

Este fato pode ser justificado porque o urucum é um corante natural
amplamente utilizado pela industria em formulagcbes de alimentos, sendo um
aromatizante amplamente utilizado na culinaria para realgar a cor dos
alimentos com uma leve tonalidade vermelha e um sabor almiscarado, além de
ser fonte rica em carotenoides (HIRKO & GETU, 2022).

Os resultados do teste sensorial de dominancia temporal das sensacoes
(TDS) sdo demonstrados nas Figuras 5 e 6, em que cada curva representa a
dominancia de um determinado atributo com o decorrer do tempo. Um atributo
€ considerado significativamente dominante quando a curva correspondente
estd acima do limite de significancia visivel (tracejado Sig. Level) em cada
grafico. A linha de chance é a taxa de dominancia que um atributo pode ter ao
acaso.

O método TDS é considerado descritivo multi-atributo, rapido e eficaz,
quando comparado com outros métodos descritivos convencionais utilizados
para avaliar um conjunto de sensagdes induzidas por um determinado alimento
(PEREIRA et al., 2021).
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Figura 5. Dominancia temporal das sensacdes no suco clarificado de macad com [(-caroteno
microemulsionado. A: MC + 0,19T; B: MC + 0,09T; C: MC + 0,05T e D: MC + 0,03T. O valor
numeérico na codificagdo das amostras corresponde ao percentual de Tween 20.

Como observado nas Figuras 5A e 5C, as amostras com 0,19% e 0,05%
(MC + 0,19T e MC + 0,05T) ndo apresentaram dominancia nos descritores
utilizados; entretanto, para a amostra com 0,09% de Tween 20 (MC + 0,09T)
(Figura 5B) a sensagao dominante foi a “mag¢a”, com taxa de dominancia de
0.4, tempo de percepcado 13 a 14 segundos (s) e depois 21 a 23 segundos
(tempo de duracéo de 2s) com taxa de dominancia sobre a linha (Sig. Level).

A amostra com o menor percentual de Tween 20 (MC + 0,03T) (Figura 5D)
evidenciou dominancia dos descritores “doce” com taxa de dominéancia 0.5 de 4
a 8 segundos com tempo de duragao de 4s e “maga” com taxa de dominancia
0.5 de 8 a 15 segundos (tempo de duragdo de 7s) e depois com 19 a 30

segundos (tempo de duragao 11s) com taxa de dominancia de 0.4.
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suco clarificado de maga com urucum

microemulsionado. A: MU + 0,19T; B: MU + 0,09T; C: MU + 0,05T e D: MU + 0,03T; o valor
numeérico na codificagao das amostras corresponde ao percentual de Tween 20.

Comportamento oposto foi observado para as amostras contendo urucum

(Figura 6A), onde a amostra com o maior percentual de Tween 20 (MU +

0,19T), evidenciou dominancia de trés descritores “amargo”, “adstringente” e

‘remédio” relacionados ao sabor, com taxa de dominancia sobre a linha (Sig.

Level) com tempo de duragdo de mais ou menos 2s para cada sensagao. Esse

comportamento pode ser justificado pela porcentagem de Tween 20 mais

elevada nesta amostra. Para a amostra com 0,09% de Tween (MU + 0,09T)

(Figura 6B) a sensagao dominante foi a “maga”, com taxa de dominancia de

0.4, com tempo de percepcéo 9 a 13 segundos (s) com duragao de 4s.
A amostra com 0,05% de Tween 20 (MU + 0,05T) (Figura 6C) também

evidenciou o descritor “macd” como dominante, apresentando taxa de

dominancia 0.5 de 7 a 17 segundos, e depois uma pequena percepg¢ao da

mesma sensacgao de 27 a 29s do tempo, portanto, com tempo total de duracao

de 12s. O comportamento da amostra com urucum e com o menor percentual

de Tween 20 (MU + 0,03T) (Figura 6D) foi semelhante ao da amostra com
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carotenoide e com o menor percentual de Tween (MC + 0,03T) (Figura 5D), em
que as sensacgdes dominantes foram “doce” e “maca”. O descritor “doce” foi
perceptivel no decorrer de 4 a 6 segundos, com taxa de dominancia de 0.4, e a
“‘maca” no decorrer de 10 a 30 segundos, com taxa de dominancia de 0.4 a 0.5.
Esse comportamento para as duas amostras pode ser explicado pela redugao
do Tween 20 na amostra, que pode ter proporcionado maior destaque para a

docura e o sabor do suco.
5. Conclusao

O sistema de microemulsao influenciou na estabilidade microbiolégica do
suco clarificado de maca com [-caroteno microemulsionado e Tween 20,
demonstrando ser viavel para o consumo durante o periodo de 21 dias de
armazenamento refrigerado.

De maneira geral, as amostras de suco clarificado de maca
microemulsionados com [B-caroteno e urucum, nas porcentagens 0,03% e
0,05% de Tween 20, se enquadraram na descricdo “gostei muito” da escala
heddnica, indicando a aceitagdo do produto pelos avaliadores.

No teste de dominancia temporal das sensacbes, os descritores
perceptiveis pelos avaliadores foram macga e doce, sendo também detectados
amargo, adstringente e remédio apenas no suco contendo urucum
microemulsionado com 0,19% de tensoativo. Além disso, a preferéncia dos
avaliadores foi pelas amostras de urucum com 0,03% de Tween e de B-
caroteno com 0,05% de Tween, reforgada pela maior intengdo de compra do
suco clarificado de maga contendo urucum microemulsionado (MUT).

No presente estudo foi possivel investigar a viabilidade do sistema de
microemulsdo (O/A) em suco clarificado de magé contendo carotenoides
microemulsionados, apresentando estabilidade microbioldégica e aceitagao
sensorial pelos avaliadores ao produto enriquecido, representando uma
inovagao neste campo de estudo, ao contribuir com a produgao de informagdes
e dados, especialmente, em fungao das limitadas descri¢gdes da literatura sobre
a aplicacao destes sistemas na area de alimentos, principalmente em matrizes

alimentares aquosas.
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7. Anexos
7.1. Ficha - Avaliagao sensorial

Avaliagdo sensorial de suco de maga clarificado enriquecido com

carotenoides

A preferéncia do consumidor por um suco de macéa totalmente claro e brilhante
tornou o suco de maga clarificado muito mais popular do que o suco de maca
natural ndo clarificado. A producio de suco de maca claro requer a remogao do
material em suspenséo, o que pode acarretar em alteracbes, como a reducao
do valor nutricional (vitaminas e antioxidantes).

O enriquecimento de suco torna-se uma estratégia importante na incorporagéo
de vitaminas e compostos bioativos (carotenoides) apés a etapa do

processamento.

Nome: Sexo: Idade:

Grau de instrucgao:

Por favor, prove e avalie as amostras de suco indicando o numero da escala

correspondente a sua opinido em relacédo aos atributos solicitados.

Cédigo da amostra

026 105 317 620

Aparéncia

Cor

Sabor

Acidez

Impressao
Global

9 Gostei extremamente

8 Gostei muito
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7 Gostei moderadamente

6 Gostei ligeiramente

5 Indiferente

4 Desgostei ligeiramente

3 Desgostei moderadamente
2 Desgostei muito

1 Desgostei extremamente

Comentarios adicionais:

Por favor, ordena as amostras da mais preferida (1) a menos preferida (4):

Se este produto estive disponivel no mercado, qual seria sua atitude em
relagdo a compra? Indique sua opgao:

( ) Provavelmente compraria
( ) Talvez compraria

( ) N&o compraria
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6. Consideracgdes finais

No presente estudo foram desenvolvidas microemulsées do tipo O/A
com carotenoides, utilizando como emulsificantes o Tween 20 e
monoglicerideos (sintese do 6leo de linhaga) em suco clarificado de maca.

No primeiro estudo (Estudo 1), devido a caréncia de estudos sobre os
principais métodos de prote¢ao e aplicagdo de carotenoides em alimentos, uma
revisdo bibliografia foi realizada, sendo disponibilizadas varias informagdes
sobre a utilizag&o, principalmente, das nanotecnologias.

No segundo estudo (Estudo 2), os carotenoides (urucum e [-caroteno)
foram microemulsionados em suco clarificado de maca utilizando tensoativos
nao ibnicos, com formagdo de goticulas nanométricas, assimétricas e
polidispersas; produto opticamente transparente de cor mais intensa e
isotropica; com comportamento newtoniano e estabilidade sob aquecimento,
além de baixos valores de potencial zeta e mobilidade.

No terceiro estudo (Estudo 3), as amostras de suco clarificado de maca
microemulsionado com carotenoides foram avaliados sensorialmente e quanto
a estabilidade microbiolégica por 21 dias de armazenamento refrigerado a 4 °C.
Destacou-se a amostra de suco clarificado de maca microemulsionado com [3-
caroteno e Tween 20, a qual apresentou baixo desenvolvimento microbiolégico
durante o periodo de estocagem. As amostras de suco formuladas com menor
porcentual de tensoativo obteram melhor aceitacdo sensorial, com tendéncia
de compra para a amostra adicionada de urucum, “maca” foi o descritor mais
perceptivel pelo teste de TDS nas amostras de suco clarificado de macad com
carotenoides micoremulsionados.

Os resultados foram promissores, viabilizando a microemulsdo como
uma possivel técnica para enriquecimento de compostos bioativos como os
carotenoides em matrizes alimentares aquosas.

Portanto, foi possivel através deste estudo investigar a viabilidade do
sistema de microemulsdo (O/A) em suco clarificado de maga contendo
carotenoides microemulsionados representando uma inovagao neste campo de
estudo em funcdo das limitadas descricdes da literatura sobre a aplicacao
destes sistemas na area de alimentos, principalmente em matrizes alimentares

aquosas.
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