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Resumo

O ferro é considerado um mineral essencial a vida dos seres vivos, visto que 0 mesmo
esta envolvido em importantes processos metabdlicos no organismo. A caréncia ou
deficiéncia desse nutriente é denominada anemia ferropriva, muito comum na infancia e
de grande relevancia ndao sé nos paises em desenvolvimento, como naqueles altamente
industrializados. Entre as estratégias utilizadas para prevenir e combater essa deficiéncia,
o enriquecimento de alimentos tem se mostrado eficaz, inclusive a um custo
compensatorio. O enriquecimento com ferro é tecnicamente dificil, pois as formas
biodisponiveis sdo quimicamente reativas e frequentemente produzem efeitos
organolépticos indesejdveis quando adicionadas aos alimentos. Para contornar esses
problemas, estuda-se a técnica de microencapsulagao que, ao englobar o ferro, mascara
seu sabor e reduz a reatividade com outros componentes da dieta, além de possibilitar
sua incorporagdo em alimentos sem a perda de suas propriedades funcionais. O presente
trabalho teve por objetivo estabelecer uma metodologia para o processo de
microencapsula¢ao do FeS0,4.7H,0 via coacervagao complexa, empregando como agentes
encapsulantes a mistura de proteina isolada de soja (PIS), carboximetilcelulose (CMC) e
goma guar, visando ao enriquecimento de produtos alimenticios. O composto a ser
encapsulado foi obtido pela emulsdo do ferro na forma de sulfato de ferro
heptahidratado (FeS04.H,0) em dleo de soja e os agentes encapsulantes foram
misturados na proporcdo de 3:1:1 (PIS:CMC:Guar) em pH 4,0. Apbs a coacervacao, as
capsulas foram secas por liofilizacdo. A morfologia das microparticulas foi avaliada por
microscopia eletronica de varredura (MEV) e a temperatura de transicdo vitrea foi
avaliada pela analise de calorimetria exploratéria diferencial (DSC). A quantidade de ferro
presente nas capsulas foi determinada por espectrofotometria UV-VIS. Por fim, realizou-
se a incorporacao do ferro encapsulado e do ferro livre em uma formula¢do de suco de
mac¢a que foi avaliada sensorialmente. Através da analise de calorimetria exploratdria
diferencial (DSC), o material coacervado apresentou temperatura de transicao vitrea (Tg)
de 127,24°C. Através da MEV, foi observado que as capsulas apresentaram morfologia
irregular e porosa. A andlise sensorial para o suco adicionado de coacervado foi
satisfatoria, pois foram obtidas caracteristicas semelhantes ao suco sem ferro. Os
resultados encontrados demonstram que a microencapsulacdo do ferro através da
coacervacdao complexa pode ser considerada uma alternativa na utilizacdo de alimentos

fortificados.

Palavras-chave: microencapsulacao, ferro, coacervacao complexa, liofilizacdo.
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1 Introdugao
A industria de alimentos estuda diferentes tecnologias com o objetivo de otimizar
processos, aumentar a vida util dos produtos e melhorar as caracteristicas nutricionais e

sensoriais de um alimento.

Neste cenario de inovagdes tecnoldgicas, a técnica de microencapsulacdo apresenta
um importante papel na area de alimentos, revestindo e protegendo compostos sensiveis
do meio externo, controlando a liberacao de ingredientes e mascarando sabores e odores

desagradaveis provocados por alguns compostos.

A proteina isolada de soja é considerada um alimento funcional, ou seja, contém
substancias bioativas e nutrientes essenciais que trazem beneficios a saude e que
contribuem para a reducdo de doengas cronicas. Esse produto ja foi utilizado com sucesso
na encapsulacdo de diferentes produtos, sendo considerado uma alternativa ao uso da
goma ardbica, largamente utilizada e considerada como agente encapsulante por

exceléncia.

A deficiéncia de ferro afeta cerca de 30% da populacdo mundial, sendo os grupos mais
vulneraveis as mulheres em idade reprodutiva e as criangas em geral, onde a diminuicdo
na capacidade de aprendizagem e anormalidades na resposta de imunizag¢do sdo algumas
das consequéncias causadas por esta caréncia. Assim, estratégias de prevencao tém sido
utilizadas, como, por exemplo, a fortificagdo de alimentos. Contudo, a adicdo de ferro
livre a esses produtos torna-se inviavel, devido a caracteristicas como reatividade, sabor,

odor e cor que o metal confere.

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi estudar o potencial de aplicacao
da proteina isolada de soja como agente encapsulante na microencapsula¢do do ferro,
utilizando a goma guar e a carboximetilcelulose como auxiliares na formagao da cdpsula e
a coacervagcao complexa como técnica encapsulante. Como objetivos especificos, foram

avaliados os seguintes itens apresentados a seguir.

a) Producdo das microcdpsulas utilizando a metodologia da coacervagao

complexa.
b) Utilizagdo da técnica de liofilizagdo para secagem do material.
c) Caracterizacdo da morfologia das particulas e temperatura de transicao vitrea.

d) Verificacdo da eficacia da microencapsulagdo através de analise sensorial do

coacervado (cor, odor e gosto), utilizando como veiculo suco de maca.
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2 Revisao Bibliografica

2.1Ferro e sua importancia

O organismo humano depende de diversos elementos que ingerimos, conhecidos

como nutrientes. Dentre estes, os sais minerais sao de extrema importancia para a saude.

O calcio, fésforo, iodo, zinco, cobre, ferro, sddio, potassio, magnésio, entre outros sao
0s minerais mais importantes e conhecidos. O ferro destaca-se por ser um nutriente
essencial para a vida, visto que atua principalmente na sintese das células vermelhas do
sangue e no transporte do oxigénio para todas as células do corpo. Por¢des menores de
ferro sdo encontradas na mioglobina, proteina que auxilia no suprimento de oxigénio ao
musculo. Aproximadamente 15% de ferro no corpo humano sdo retidos para
necessidades futuras e mobilizados quando a ingestdo dietética é insuficiente (CASTRO,

2003).

Em condi¢cdes normais, a quantidade de ferro presente no organismo é altamente
preservada, sendo apenas uma pequena quantidade perdida diariamente. Sao
necessarios por dia 40 mg de ferro para a utilizagdao interna do organismo humano,
principalmente para a substituicio da hemoglobina (CDC, 1999). Grande parte desta
quantidade tem origem na reciclagem dos suplementos de ferro existentes no proprio
organismo. Essa reciclagem fisiolégica é tao eficiente que apenas 10 a 14 mg de ferro sao
necessarios para manter o balanco interno, proveniente da absorcdo intestinal

(CARVALHO, 2006).

Em um homem adulto, existem de 4 a 5 g de ferro, onde de 60 a 70% desta
quantidade é classificada como essencial ou funcional e 30 a 40% como reserva ou nao-
essencial. O nutriente essencial encontra-se incorporado a hemoglobina, mioglobina e
certas enzimas respiratdrias, que tem o papel de catalisador dos processos de oxidagao-
reducdo dentro da célula. Ja o mineral ndo-essencial esta localizado nos estoques de ferro
do organismo, como a ferritina, uma proteina, e a hemissoderina, pigmento

hemoglobindgeo (CASTRO, 2003).

Existem duas formas de ferro na dieta alimentar: organica ou ferro hematinico e
inorganica ou ferro ndo-hematinico. O primeiro é encontrado na hemoglobina e

mioglobina, proveniente das carnes em geral, aves e peixes. O segundo estd presente nos
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alimentos vegetais, nos cereais e em outros alimentos, como composto férrico e ferroso

(CARPENTER, 1992; TBNF, 1995).

A absorcdo do ferro é afetada significativamente por varios fatores, entre eles: pela
mucosa intestinal, pelos alimentos ingeridos diariamente, pela quantidade e natureza
quimica do ferro ingerido nos alimentos, pela taxa de producdo de células vermelhas
sanguineas, que podem aumentar ou diminuir sua biodisponibilidade. Quando os niveis
de ferro absorvidos pela dieta sdo adequados, a mucosa intestinal regulariza sua absorc¢ado
para manter constante o conteldo do ferro no organismo. Assim, apenas valores entre 5
e 10% deste mineral sdo absorvidos diariamente. Na sua deficiéncia, a absor¢do pode

aumentar de 10 a 20% (CASTRO, 2003).

A caréncia de ferro pode ocorrer como resultado do balango negativo prolongado de
ferro ou devido a falha do organismo em atender as necessidades fisioldgicas
aumentadas. Em muitos casos, fatores etioldgicos estdo envolvidos no desenvolvimento

da deficiéncia.

O balango negativo pode ocorrer em condi¢des de baixo consumo de ferro
biodisponivel, de prejuizo na absorc¢ao (cirurgia gastrica e doenca celiaca), e de aumento
nas perdas do nutriente pelo organismo (sangramentos, doacdo de sangue e anemia). As
necessidades aumentadas correspondem a infancia, gravidez e lactagdo. Assim, os grupos
mais vulneraveis ao desenvolvimento da deficiéncia de ferro sdo os lactentes, criancas

menores de 5 anos, gestantes e mulheres em idade fértil (DALLMAN et al., 1994).

A anemia é definida pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como a condi¢do na
qual o conteudo de hemoglobina no sangue estd abaixo do normal como resultado da
caréncia de um ou mais nutrientes essenciais, seja qual for a causa dessa deficiéncia. As
anemias podem ser causadas por deficiéncia de varios nutrientes como ferro,
zinco, vitamina B12 e proteinas. Porém, aanemiacausada por deficiéncia de ferro,
denominada anemia ferropriva, € muito mais comum que as demais. Estima-se que 90%

das anemias sejam causadas por caréncia de ferro.

A anemia ferropriva esta associada a maior mortalidade entre mulheres parturientes
e ao aumento do risco de nascimento de criangas prematuras e de criancas de baixo peso
ao nascer. Alguns estudos relatam a queda de produtividade dos trabalhadores associada

a este tipo de anemia. A deficiéncia de ferro influencia também na resisténcia dos
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individuos as infecgOes. Existe uma maior propensao as infec¢des e maior mortalidade
entre criancas com deficiéncia de ferro. Além disso, alguns estudos revelam atrasos no

crescimento associado a este tipo de anemia.

Apesar da auséncia de um levantamento nacional, existe consenso na comunidade
cientifica de que a anemia por deficiéncia de ferro é o problema nutricional de maior
magnitude no Brasil, e atinge todas as classes de renda. Estudos locais indicam
prevaléncias de Anemia por Deficiéncia de Ferro em aproximadamente 50% das criancas

e entre 15% e 30% em gestantes brasileiras.

O Ministério da Saude desenvolve no Brasil duas estratégias de intervencdo basicas. O
projeto para o controle desta anemia em criancas menores de dois anos, nos municipios
de atuacdo do Projeto de Reducdo da Mortalidade na Infancia. Este trabalho teve inicio
em 1998 em municipios da Regido Nordeste. O objetivo principal é reduzir a incidéncia da
anemia entre criancas de 6 a 24 meses. Atualmente é feita a distribuicdo das doses
semanais de sulfato ferroso, além da realizacdo de atividades de orientacdo alimentar a

todas as familias.

O segundo trabalho acontece através do programa de reducdo da anemia causada
pela deficiéncia de ferro no Brasil que é priorizada entre as diretrizes da Politica Nacional
de Alimentacdo e Nutricdo, criado em 1999. Em decorréncia das altas prevaléncias de
anemia, o governo brasileiro, a sociedade civil e cientifica, organismos internacionais e as
industrias brasileiras firmaram o Compromisso Social para a redugdo da Anemia
Ferropriva no Brasil. O objetivo foi estabelecer uma ampla mobilizacdo nacional, através
do intermédio da promocado da alimentacdo saudavel, da orientacdo do consumidor para
a diversificacdo de dieta a baixo custo, da distribuicdo de suplementos na rede de saude
para grupos populacionais especificos e fortificacdo de parte da producao brasileira das

farinhas de trigo e milho.

No ano de 2001, o Ministério da Saude determinou obrigatdria a adicdo de ferro (30%
IDR ou 4,2mg/100g) e acido fdlico (70% IDR ou 150ug) nas farinhas de milho e trigo. A
fortificagdo deixa de ser facultativa e passa a ser obrigatdria. Esta medida tem o objetivo
de aumentar a disponibilidade de alimentos ricos em ferro e acido fdlico para a populacado
brasileira e assim contribuir para a redugao da prevaléncia de anemia e defeitos do tubo

neural no Brasil.
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Os suplementos de ferro serdo distribuidos, gratuitamente, nas unidades de saude
que conformam a rede do Sistema Unico de Saude (SUS) em todos os municipios
brasileiros, de acordo com o nimero de criancas e mulheres que atendam ao perfil de

sujeitos da a¢do do Programa.

Mais de dois bilhdes de pessoas, isto é, 1/3 da populacdo mundial sdo anémicas
devido a varias causas, incluindo a deficiéncia de ferro, que é causa subjacente em cerca
de um bilhdo de casos de anemia. Além disso, um bilhdo de pessoas possui um estoque
subnormal de ferro, ou seja, possuem deficiéncia de ferro, sem, porém, serem

consideradas clinicamente anémicas (CARVALHO et al., 2006).

Diante desse quadro, trés estratégias sao recomendadas para corrigir a deficiéncia
nutricional de ferro, isoladamente ou combinando-se umas com as outras. S3o elas: a
modificagdo dietética para melhorar o valor nutricional dos alimentos e a
biodisponibilidade do ferro, a suplementacdao medicamentosa e a fortificacdo de

alimentos (ZLOTKIN, 2004)

A fortificacdo de alimentos é mundialmente considerada como a solu¢do mais pratica
e de melhor custo-beneficio, principalmente para regides, nas quais ha grande

prevaléncia dessa caréncia nutricional (WHO, 2001).

Alguns critérios sdo necessarios para a escolha dos alimentos a serem fortificados, tais
como, consumo por toda a populagcdo-alvo, pequena variacdo per capita no consumo
semanal, ndo ocorréncia de altera¢des nas caracteristicas organolépticas do produto, boa
aceitabilidade, biodisponibilidade do nutriente no alimento, viabilidade econOmica,
razoavel seguranca frente ao risco de ingestdo excessiva e estabilidade sob condi¢bes-

padrdo de armazenamento (RAUNHARD e BOWLEY, 1996).

Porém, embora varios compostos a base de ferro possam ser utilizados na
fortificacdo, hd problemas técnicos na selecdo desses componentes. Os compostos de
biodisponibilidade relativamente alta, como o sulfato ferroso, com frequéncia, provocam
alteragdes organolépticas inaceitaveis, enquanto que outros compostos mais aceitaveis

sdo pouco absorvidos (HURRELL et al., 2006).
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Por essa razao, foi desenvolvida a técnica de microencapsulagao que, ao isolar o ferro,
mascara seu sabor, reduz a reatividade com outros componentes da dieta e controla a

sua liberacdo em areas do trato gastrintestinal, permitindo sua melhor absorcao.

Cabe ressaltar que, de acordo com a Portaria n? 31, de 13 de janeiro de 1998, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), considera-se alimento
fortificado/enriquecido de nutrientes todo alimento ao qual for adicionado um ou mais
nutrientes essenciais contidos naturalmente ou ndo no alimento, com o objetivo de
reforgar o seu valor nutritivo e ou prevenir ou corrigir deficiéncias demonstradas em um
ou mais nutrientes, na alimenta¢do da populagdo ou em grupos especificos da mesma.
Para alimentos serem considerados fonte de ferro, esses devem conter pelo menos 15%

da IDR (2,10 mg) para cada 100 mL de produto final.

2.2 Microencapsulacao

A microencapsulagdo consiste no processo de empacotamento de materiais sélidos,
liguidos ou gasosos em capsulas pequenas, que liberam o conteudo de forma controlada,

sob condic¢des especificas (FAVARO-TRINDADE et al., 2008).

O conceito da microencapsulacdo tem como base o modelo celular, no qual o nucleo
é envolvido por uma membrana semipermeavel, que protege o conteudo do meio
externo, permitindo trocas pela membrana, modulando a entrada e a saida de
substancias na célula. Similar a uma parede que isola o material ativo e controla a

liberacdo, sob estimulo especifico (JIZOMOTO et al., 1993).

A técnica de microencapsulagao vem sendo estudada desde a década de 30, onde foi
empregada primeiramente na area farmacéutica, com a técnica denominada pan coating,
para obtencdo de particulas maiores que 600 um (SANTOS et al., 2001). Posteriormente,
flavors foram encapsulados em goma ardbica, mas a obtencdo de um produto bem
sucedido ocorreu em 1954, em sua primeira aplicacdo comercial, elaborada por Green e
Scheicher, para a producao de papel copia sem carbono lancado pela National Cash
Register nos EUA, usado com sucesso nos boletos bancarios e notas fiscais (ARSHADY,
1990). Esse papel recebia uma fina camada de microcapsulas de uma tinta sem cor,
contendo solucdo de 2% a 6% de um pigmento adequado, disperso em particulas com
didametro desde 1 até 10 micrometros (um), e tal camada era recoberta com um reagente

incolor. A pressdao da ponta do l4dpis na superficie do papel rompia as microcdpsulas
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liberando a tinta incolor, que ao entrar em contato com o reagente, tornava-se colorida,
devido a mudanca de pH, produzindo em outra folha uma cépia idéntica ao que estava
sendo escrito no primeiro papel (RE, 2000). As microcapsulas usadas deveriam ser
suficientemente pequenas para permitir a obtencao de uma imagem bem definida, mas
ndo tanto a ponto de ndo se romperem pela pressdo sofrida. Para protegé-las da ruptura
prematura durante a producdao do formulario ou pelo manuseio normal, o revestimento

incluia também particulas inertes maiores, como o amido, por exemplo.

Em seguida, testou-se a microencapsulacdo de produtos como dleo de laranja para
aplicagcdes em industrias de aroma, combustiveis para foguetes e producdo de pilulas e
comprimidos na industria farmacéutica (DZIEZAK, 1988). Na area de alimentos, os
primeiros estudos foram nos anos 60, com a microencapsulacdo de 6leos essenciais para
a prevencao da oxidacdo e perda de compostos volateis e para o controle da liberacdo do

aroma (RE, 2000).

O sucesso do desenvolvimento estimulou as pesquisas na drea e gerou um grande
numero de aplicagdes para as microcdpsulas. As principais incluem produtos relacionados
com a reproducdo de imagem: impressdo térmica, toners para fotocdpias; produtos
agroquimicos: herbicidas, repelentes e pesticidas; produtos farmacéuticos para consumo
oral ou injetaveis; cosméticos; ingredientes alimenticios; adesivos; agentes de cura e

encapsulacdo de células vivas, incluindo enzimas e microorganismos.

Microcapsulas podem ser definidas como embalagens extremamente pequenas,
compostas por um polimero conhecido como material de parede, revestimento ou
encapsulante e um material ativo chamado de nucleo, fase interna ou recheio
(GHARSALLAQUI et al., 2007). Enquanto as embalagens convencionais normalmente sdo
empregadas para facilitar transporte, armazenagem e manipula¢do, as microcapsulas sao
geralmente empregadas para melhorar o desempenho do material ou criar novas
aplicacdes. O ingrediente ativo pode ser, por exemplo, um aditivo alimenticio ou um
medicamento (ARSHADY, 1993). As particulas devem apresentar um tamanho entre 0,2 e
500 um para serem consideradas microcdpsulas. Abaixo de 0,2 um sdo considerada

nanocapsulas e acima de 500 pm, macrocéapsulas (RE, 1998).

As capsulas podem ser caracterizadas em termos de sua arquitetura, onde podem ser

divididas em dois grupos: o primeiro no qual o nucleo é nitidamente concentrado na
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regido central, circundado por um filme definido e continuo do material de parede, e o
segundo, no qual o nucleo é uniformemente disperso em uma matriz. O primeiro grupo
pode ser considerado como sistema do tipo reservatério, o que caracteriza as verdadeiras
microcdpsulas. J& o segundo, é classificado como sistema matricial que resulta nas

chamadas microesferas (AZEREDO, 2005).

A principal diferenca entre as microcapsulas e as microesferas estd no fato de que
uma pequena fracdo do material encapsulado permanece exposta na superficie nas
microesferas, o que ndo é visto na verdadeira encapsulacdo. Todavia, o termo
encapsulacdo tem sido utilizado em seu sentido mais amplo, englobando tanto a

formagdo de microcdpsulas quanto de microesferas (DEPYPERE, 2003).

As microcapsulas podem ser classificadas como polinucleares ou mononucleares,
conforme o nucleo esteja ou nao dividido no interior da particula revestida. As
microesferas podem ser heterogéneas caso a substancia ativa se encontre na forma de
particulas (suspenso) ou homogéneas caso a substdncia ativa se encontre no estado
molecular (dissolvido), conforme pode ser visto na Figura 1 (SILVA et al., 2003;

AFTABROUCHAD e DOELKER, 1992).

microcapsulas microesferas

mononuc lear polinuclear heterogénea homogénea

® @ &) O

- Principio ativo

Polimero

Figura 1: Modelo da estrutura dos diferentes tipos de microparticulas.
Fonte: SILVA et al. (2003).

A microencapsulacdo tem sido amplamente utilizada na industria alimenticia para a
protecdo de substancias sensiveis a luz, temperatura, oxigénio e umidade e para a
diminuicdo taxa de migracdo do material do nucleo para o ambiente externo (DESAI e

PARK, 2005).

Varios fatores devem ser estudados para a escolha correta do processo de

microencapsulacdo, como por exemplo: o tipo de material de parede, o tamanho de
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particula, a concentragao do material ativo na microcdpsula, a estabilidade e morfologia

da particula e o limite de custo do material microencapsulado.

Entre os métodos empregados para caracterizacdo das microcdpsulas e posterior
avaliacdo do processo de microencapsulacdo destacam-se: as microscopias Otica e
eletrénica de varredura, que avaliam as estruturas gerais (externa e interna), o raio-X, a
andlise térmica, a microscopia e a andlise de diametro médio e distribuicdo de tamanho
de particulas, a cromatografia e os métodos espectroscopicos, que avaliam a composicdo
da parede e do recheio, o comportamento de liberacdo através das mudancas de peso,
cromatografia e espectroscopia, rendimento e atividade do encapsulado, entre outros
(SANTOS et al., 2001). A caracterizacdo morfoldgica das microcapsulas é uma analise
essencial, pois através dela é possivel observar visualmente a ocorréncia da formacdo das
microcapsulas, a integridade das paredes e também a distribuicdo de tamanho e do

material encapsulado (ROSENBERG et al., 1988).

A composicdo dos materiais encapsulantes depende do tipo de aplicacdo a que se
destinam e podem variar de comestiveis, como carboidratos e proteinas, a polimeros
biodegraddveis ou sintéticos. Assim, para a formacdo de microcapsulas com particular
eficiéncia e propriedades de liberagdo no método de formagao escolhido, existe uma
variedade de materiais de parede a serem utilizados. A estabilidade dos compostos
contra a oxidagdao é também influenciada pela natureza quimica dos polimeros

formadores de parede (SINKO e KHON, 1993).

Os materiais mais utilizados como encapsulantes compreendem (SHAHIDI e HAN,
1993):

= carboidratos: amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose;

= celuloses: carboximetilcelulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose;

= gomas: goma arabica, guar, alginato de sédio, carragena;

» lipideos: cera, parafina, triestearina, acido estedrico, mono e diglicerideos,

Oleos e gorduras hidrogenadas;

» proteinas: gluten, caseina, isolado protéico de soro de leite (WPI), gelatina

e albumina e algumas fontes alternativas como a quitosana.
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Os polimeros sao especialmente adequados como material formador de parede de
sistemas de liberagdo controlada devido ao fato de sua mobilidade poder ser modificada,
onde ingredientes ativos e modificadores apropriados podem ser incorporados fisica ou
quimicamente. Em geral, polimeros naturais tém pouca ou nenhuma toxicidade e
apresentam diversas aplicacdes que incluem atuar como membranas ou envelopes e

como matrizes nas quais o ingrediente ativo é disperso (JACOBS e MASON, 1993).

A liberacdo do conteldo das microcapsulas pode ocorre através da ruptura mecanica,
da ag¢ao da temperatura, pela agdao do pH, pela solubilidade no meio, através da
biodegradacdo e também por difusdo (SANTOS et al., 2001). A difusdo é regida por forgas
atrativas intermoleculares e por um gradiente de concentragao, controlada pela
solubilidade do componente encapsulado na matriz e pela sua permeabilidade através
desta. Além disso, a difusdo de um soluto pode ser influenciada pelo grau de
entumescimento da capsula, causado pela adsor¢do de agua ou outro solvente
provocando o aumento dos poros e dos espacos livres. Ndo existe um Unico tipo de curva
de liberacdo que satisfaca todas as necessidades e, além disso, os dados de liberacdo

reais tendem a se desviar das curvas de liberacdo pretendidas.

Existem quatro modelos tedricos de curva de liberacdo que podem ser utilizados.
Porém, ndo existe um Unico tipo de curva que satisfaca todas as necessidades e, além

disso, os dados de liberagao reais tendem a se desviar das curvas de liberagao desejadas.

O primeiro modelo considera a existéncia de um mecanismo de disparo, que inicia a
liberacdo. Outros fatores, entretanto, podem ser responsaveis por este disparo, tais como
calor, luz, pH e degradagdes quimicas da capsula. O segundo mecanismo assume que a
parede da capsula atua como um reservatdrio, supondo-se que a taxa de liberacdo seja
constante. O terceiro modelo pressupde a migracao através da parede, mas considera um
efeito adicional de liberacdo ocasionado por pequenos rompimentos na estrutura da
capsula. O quarto modelo considera a parede como uma membrana semipermeavel e

seletiva a diferentes pesos moleculares (THIES, 1995).

Os métodos utilizados para microencapsulacdo de ingredientes ativos podem ser

divididos em (THIES, 2003; JACKSON e LEE, 1991):
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= métodos fisico-quimicos: coacervagdao simples, coacervagdao complexa,
separacdo por fase organica, envolvimento lipossomico, pulverizagdo em

agente formador de reticulacdo, evaporacdo do solvente;

= métodos fisicos: spray drying, spray coating, spray chilling, leito fluidizado,

extrusdo centrifuga com multiplos orificios, co-cristalizacao, liofilizacao;

= métodos quimicos: polimerizagdo in situ, polimerizacao interfacial, inclusao

molecular.

A escolha da técnica depende das propriedades do ativo e do tipo de particula
desejada, conforme a sua capacidade de protecdo e liberacdo. Além disso, deve-se
avaliar sua finalidade, como morfologia e estabilidade, e os parametros envolvidos na

manufatura do produto e seu custo.

Neste capitulo, as técnicas de coacervacdao complexa e liofilizacdo sdo abordadas com

maiores destalhes, pois ambas foram utilizadas no desenvolvimento deste trabalho.

2.2.1 Microencapsulagdo através do processo de coarcevagcdo complexa

A coacervacdo é uma tecnologia de microencapsulacdo Unica e promissora devido as
possibilidades de liberacdo controlada baseada no estresse mecanico, temperatura ou
liberacio modulada (GOIUN, 2004). E geralmente utilizada para encapsular 6leos
aromaticos (NORI et al.,2011; DUCEL et al., 2004), mas também pode ser adaptada para

encapsulamento de d6leos de peixe, vitaminas, conservantes e enzimas.

A palavra “coarcevado” é derivada do Latim, onde “co” significa unido e “acervus”
agregacdo de particulas (MENGER et al., 2000). Também conhecida como separagdo
espontanea de fases, o termo coacervacgao foi introduzido pela primeira vez na quimica
por Bungenberg de Jong e Kruyt em 1929 para descrever o fenbmeno de agregacao
macromolecular (SUAVE et al., 2006). Devido a formacdo de particulas bem pequenas
com recheio uninuclear, como visto na Figura 2, o processo de coacervacdo é considerado
como a técnica original e verdadeira de microencapsulacdo (SHAHIDI e HAN, 1993; THIES,
2003), onde é realizada uma separacao de fases de um ou varios hidrocoldides a partir da
solugdo original e a subsequiente deposi¢ao do coacervado recém-formado em torno do
ingrediente ativo suspenso ou emulsionado no mesmo meio da reacdo (GOUIN, 2004;

NORI et al., 2011).
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Agente ativo Goticulas de coacervado Camada polimérica Camada polimérica endurecida

Figura 2: Representacdo esquematica das etapas do processo de microencapsulacdo por
coacervagao.
Fonte: SUAVE et al. (2006).

O método é utilizado por diversos segmentos, incluindo o farmacéutico, alimenticio,
agropecuaria, quimico e cosmético para a veiculacdo de diversos tipos de material ativo
(aromas, enzimas, farmacos e tintas) com aplicacdes variadas (SCHMITT et al., 1998;
KRUIF et al., 2004). Alguns exemplos de aplica¢gdes industriais utilizando microparticulas
coacervadas sdo: a purificacdo de macromoléculas, substituicdo de gordura em produtos

light, embalagens biodegraddveis e biomaterial para a utilizacdo na area médica.

A coacervagdo é baseada em mecanismos fisico-quimicos complexos por envolver
muitas varidveis como: taxas de agitagdo, relagdo nucleo/parede, caracteristicas do
polimero e do nucleo, taxas de adicdo e resfriamento. Existem poucas informacdes sobre
o mecanismo de formacdo ou sobre a estrutura dos coacervados, o que restringe a
predicdo das propriedades tecnofuncionais dos encapsulados e de seu processamento

(SCHMITT et al.,2000).

A formacgdo dos complexos de biopolimeros deve-se principalmente as interagGes
eletrostaticas que dependem do grau de ionizacdo dos polimeros e, portanto, do pH.
Coacervar depende sobretudo, da carga liquida do sistema, sendo consequentemente
influenciada pela estequiometria, por parametros estruturais (conformacdo e
comprimento de cadeia apropriados) dos polimeros e pelas condi¢es do meio como pH,
forca idOnica, temperatura e natureza dos reagentes. Essas varidveis estdo diretamente
relacionadas com a eficiéncia na producdo das microcdpsulas e com caracteristicas

variadas de estrutura, tamanho e porosidade (DUCEL et al., 2004; YEO et al., 2005).

Em geral o processo de coacervacdo complexa consiste em trés estagios (DESAIl e

PARK, 2005):
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A) formagdo de um sistema trifasico quimicamente imiscivel: um solvente, um
material de cobertura e um material de recheio. O material de parede é dissolvido no

veiculo e o material do nucleo é disperso nessa solucdo, com a qual é imiscivel;

B) deposicdo do material polimérico liquido, carregado com carga oposta ao da

espécie coloidal, que formara a cobertura;

C) solidificacdo da cobertura. As capsulas podem entdo ser secas, obtendo-se um po,

ou ser usadas diretamente como uma suspensao no liquido carregador.

A Figura 3 apresenta um esquema geral do processo de coacervagdo complexa, onde

a gelatina é empregada como um dos constituintes do sistema.

A coacervacao complexa pode ser induzida em sistemas onde estdo dispersos dois
coldides hidrofilicos com cargas elétricas opostas. A neutralizacdo de cargas positivas de
um dos coldides pela carga negativa do outro é usada para ocasionar a separacgao da fase
do complexo coacervado (SCHERI et al., 2003). Esta técnica consiste em uma separacao
espontanea de fases, pela formacdao de um complexo insoluvel entre dois ou mais
polimeros. Para a ocorréncia do fen6meno, sdo necessarias duas condi¢cdes essenciais: 0s
biopolimeros devem estar juntos em solucdo e as cargas opostas entre as suas cadeias

devem estar em quantidades estequiométricas.

EI'I:II.IlSiﬁ[:?gﬁD ﬂ}f
(recheio + polimero 1) Adfgﬁu do ; [—) Precipitagao daz
polimero 2 Ajuste de . mitrarinsulhs
pH Resfriamento

lento

0°C

Figura 3: Modelo esquematico de microencapsulagdo por coacervagdo complexa.
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A mistura de solugdes poliméricas pode resultar em dois tipos de interagao:
segregativas, nas quais ocorre repulsio entre as cadeias de biopolimeros
(incompatibilidade) ou associativas, nas quais ocorre atracdo entre os polimeros

(complexac¢do) (SCHMITT et al., 1998; KRUIF et al., 2004).

A precipitacdo dos complexos formados pela coacervacdo ocorre por interagdes
eletrostdticas, a partir da mistura de solugdes de substancias com cargas opostas. Assim,
ha a formacdo de duas fases distintas: uma rica em polimeros, que contém o coacervado
precipitado, e outra pobre em polimeros, na qual permanece o solvente da solugao

(SCHMITT et al., 1998; WANG et al., 2000; FITZSIMONS et al., 2008).

As caracteristicas dos polimeros empregados, do recheio e do complexo formado
influenciam a eficiéncia de microencapsulacdo. Fatores como tensdo superficial do
sistema, capacidade de adsorcdo dos polimeros ao recheio, polaridade do recheio e
viscoelasticidade do complexo tém grande importancia na formacao da parede das
microcapsulas e, por esta razdo, influenciam a eficiéncia do complexo em reter o material
de recheio. Normalmente, compostos liquidos ou particulados hidrofébicos e particulas
solidas com baixa solubilidade sdo microencapsulados com sucesso pela técnica de
coacervagao complexa. No caso de microencapsulagao de recheios hidrossoluveis, essa
técnica é dificilmente aplicada, uma vez que o recheio ficaria dissolvido na solugdo
polimérica (SCHIMITT et al., 1998; KRUIF et al., 2004). Algumas condic¢des fisicas como
temperatura, velocidade e tempo de agitacdo e pressdo podem influenciar na formacao e

estabilidade dos coacervados produzidos (SCHMITT et al., 1999; GOUIN, 2004).

Os biopolimeros mais indicados para a utilizacdo na coacervagdo complexa sao
aqueles que apresentam propriedades coloidais hidrofilicas, densidades de cargas
adequadas e cadeias lineares. Alguns exemplos de biopolimeros passiveis de serem
utilizados sdo: gelatinas, alginatos, albuminas, caseina, dgar, gomas e pectinas (THIES,
1995; JACOBS e MASON, 2003). Diversos sistemas de materiais de parede ja foram
avaliados no processo de coacervagao complexa, mas o mais estudado e compreendido é

o sistema gelatina-goma arabica (GOUIN, 2004; QV, ZENG e JIANG, 2011).

Dependendo da aplicacdo requerida, as microparticulas coacervadas podem ser secas,
para que se estenda o seu tempo de estocagem e para sua utilizagdo em produtos

desidratados. Assim, podem ser utilizados os seguintes métodos de secagem: liofilizacdo,



DEQUI / UFRGS — Aline Luvielmo de Araujo 15

secagem em estufa, remocado da agua por solventes e secagem em condi¢des ambientes.
Um problema desses métodos é que a maioria ndo permite a obtencdo de particulas
individualizadas, interferindo no tamanho do produto final e nas propriedades de
liberacdo do recheio. J4 com o uso de secagem em spray dryer, é possivel a obtencdo de
particulas individualizadas, porém, a baixa resisténcia fisica da parede restringe a

aplicacdo desse processo para a secagem (THIES, 1995).

2.2.2 Microencapsulacdo através do processo de liofiliza¢Go

A liofilizagdo ou freeze-drying consiste na secagem de um produto previamente
congelado no qual a maior parte do solvente é removido por sublimacdo, sem a passagem
pela fase liquida. Geralmente, este solvente é a dgua (POLAK e PITOMBO, 2011). Este
processo envolve trés etapas principais: congelamento, secagem primaria e secagem
secunddria. Depois de congelada, a agua é removida do material por sublimacao
(secagem primaria). Em seguida, a dgua que continua descongelada, remanescente da
primeira etapa, é entdo removida por dessorcao através da reducdo de pressao. Além de
ser utilizada no processo de secagem, a liofilizacdo pode ser empregada como método de
encapsulagdo de um material ativo. Diferente da coacervagao, o processo de
microencapsulagao por meio da liofilizagao é mais simples, visto que é feita apenas a

secagem de uma emulsdo do nucleo no material de parede.

Esta metodologia é uma das melhores técnicas para producdo de produtos
desidratados de alta qualidade. Este processo de secagem possui uma série de vantagens
que o torna o método preferido para a conservacdo de materiais biolégicos (PITOMBO,
2001). O material permanece congelado até estar completamente seco, portanto elimina-
se o encolhimento e a migracdo dos constituintes dissolvidos, ou seja, o processo retém a
forma original do material. Assim, essa técnica é indicada para desidratar alimentos
liguidos como sucos, para a secagem de alimentos sélidos como morango e vegetais.
Ainda, modificagdes fisico-quimicas sao inibidas, minimizando-se a perda de constituintes
volateis ou de atividade bioldgica. O produto liofilizado possui uma textura porosa, sendo
prontamente reconstituido, quando imerso em agua, ao seu respectivo tamanho e forma
originais e possui boa estabilidade durante o armazenamento, resultando em longo

tempo de vida-de-prateleira (PITOMBO, 1998; MARQUES et al., 2006).

As desvantagens da liofilizagao estao nos altos custos operacionais, fixos e iniciais e no

tempo elevado do processo. Portanto, o uso da técnica na industria de alimentos esta
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restrito aos produtos de alto valor agregado, como café, cha e infusdes, ingredientes para
comida pronta, como, legumes, macarrdo, carne, pescado, além de vdrias ervas

aromaticas (RATTI, 2001).

A liofilizacdo estd baseada no ponto triplo da d4gua, onde ha a coexisténcia dos trés
estados fisicos (solido, liquido e gasoso) na temperatura de aproximadamente 0°C e na
pressao de 610 Pa. Assim, é possivel a passagem direta do estado sélido para o gasoso,

conhecida como sublimacdo, como demonstrada na Figura 4 (MARTINS et al., 2011).

-

Pressao

Liquido

Sdlido
6106 Pa |- - - - 4~ |
v Ponto triplo

pec  Temperatura
Figura 4: Diagrama de fases da agua.
Fonte: FELLOWS (2006)
O processo de liofilizacdo envolve trés estagios, como esquematizado na Figura 5 e

apresentados a seguir.

1) Congelamento: etapa principal, determinante para a distribuicdo de
tamanho e formato dos poros. O material a ser processado deve ser
resfriado abaixo da temperatura de solidificagdo e o congelamento deve
ser preferencialmente rapido para manter-se a estrutura do material

intacta, conservando a forma original (BOSS et al., 2004).

2) Secagem primaria: remogao do solvente por sublimacdo, através da acdo
de vacuo e calor. Uma quantidade significante de calor latente de
sublimacao é consumida quando as moléculas de dgua sublimam e passam
para a fase vapor. Consequentemente, a temperatura do produto
congelado é reduzida, fazendo-se necessario o fornecimento de calor ao

composto, que pode ser provido por conducao, radiacao ou convecgao.
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3) Secagem secunddria: o solvente que ndo estava congelado é removido por

dessorcao. A camada de agua remanescente é removida por aguecimento

do produto a vacuo (BOSS et al., 2004).

~
Secagem Secagem = Produto
Congelamento | mfi primdaria ) secundsria liofilizado

Figura 5: Estagios da liofilizagao.
Fonte: BOSS et al. (2004).

As capsulas obtidas através da técnica de liofilizagdo apresentam geralmente
formatos irregulares, diferentemente de outras técnicas, como pode ser visualizado na

Figura 6 (FANG e BHANDARI, 2010).
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Figura 6: llustracao das caracteristicas das capsulas de polifendis produzidas por varios processos
de encapsulacao.
Fonte: FANG e BHANDARI (2010).
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2.2.3 Materiais de parede

Caracteristicas fisico-quimicas do polimero de parede, como a solubilidade, peso
molecular, transicdo vitrea, cristalinidade, formacdo de filme e difusividade, sdo
parametros importantes na escolha de um polimero de parede desejado. Os biopolimeros
mais empregados para produzir microcapsulas e hidrogéis sdo as proteinas e os
polissacarideos comumente utilizados sdo as gomas. A definicdo de goma é baseada em
caracteristicas fisicas e na origem dos materiais em questdo. Geralmente, podem ser
definidas como moléculas de alta massa molecular com caracteristicas hidrofilicas ou
hidrofébicas que, usualmente, possuem propriedades coloidais (PASQUEL, 2001),
capacidade de produzir géis ou solugdes viscosas. Normalmente, utiliza-se o termo para
referir-se a polissacarideos ou seus derivados, obtidos a partir de plantas (exsudados,

sementes, algas) ou por processamento microbioldgico.

As gomas sdo inertes em termos nutricionais e usadas na industria de alimentos como
espessantes e estabilizantes, para suspender particulas e impedir a formacdo de cristais
de gelo, onde a grande maioria é composta de carboidratos naturais (goma guar, goma
arabica) ou ainda dos modificados quimicamente (carboximetil celulose). S3o empregadas
também na medicina, na produgdo de papel, perfuragdes de petréleo (na lubrificagdo da

broca e para emulsionar a agua usada na recuperacdo secundaria) (OLIVEIRA et al., 2006).

As gomas de sementes permitida em alimentos sdo as chamadas galactomananas e
apresentam uma cadeia principal formada por manoses e cadeias laterais de galactoses,
responsaveis pela solubilidade dos polimeros. Estes polimeros sao pouco afetados pela

acidez, em decorréncia da auséncia de cargas em baixos valores do pH.

A goma guar é um polissacarideo natural, ndo-iénico e de alta massa molar derivado
das sementes da Cyamopsis tetragonolobus (familia Leguminosae), retirada do
endosperma do feijdo. Sua importante propriedade é a capacidade de se hidratar
rapidamente em &gua fria e atingir alta viscosidade (HUANG et al., 2006). E usada como
espessante de sopas, alimentos pobres em calorias e para aumentar o poder geleificante
de outros espessantes. O residuo de sua semente, depois de extraida a goma, é bastante
valioso para a utilizacdo em racgGes animais. Além dessas vantagens, este polimero é de
baixo custo, além de ser um bom espessante e estabilizante. Estruturalmente, consiste de

uma cadeia principal de unidades de manose com ligacGes B-(1->4), apresentando
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cadeias laterais constituidas por unidades de galactose com ligacGes a-(1->6) (REDDY e

TAMMISHETTI, 2004).

Devido a esta caracteristica, a goma guar possui propriedades reolégicas notaveis,
sendo muito usada principalmente na industria alimenticia, tanto na sua forma nativa
quanto modificada. E empregada em bebidas como estabilizantes ou ainda em sorvetes,
pudins e coberturas para saladas, como espessante. Ainda, este polimero pode ser usado
na industria farmacéutica como um agente de transporte retardador de liberacdo de
drogas altamente sollveis em agua, como tartarato de metoprolol, amplamente utilizado

no tratamento de angina, arritmias e hipertensdo (KRISHNAIAH et al., 2002).

A carboximetil celulose sddica (CMC) surge a partir de celulose e monocloroacetato de
sodio, correspondente a um éter de celulose que possui a estrutura baseada no polimero
de B(1->4)-D-glucopiranose da celulose. Resulta do tratamento da celulose, via reacao de
Williamson, que se dd através de solucdo de hidréoxido de sdédio (NaOH) e do
monocloroacetato (CICH,.COONa), resultando na substituicdo parcial de grupos hidroxilas

da glicose pelo grupo —CH,-COOH, como mostra a Figura 7 (O.H. LIN et al., 2005).

Além de ser aquassoluvel, suas solucGes apresentam viscosidade em elevadas faixas
de valor do pH. Funcionam em grande escala, como estabilizantes em sorvetes,
proporcionando boa textura e corpo com boas propriedades de fusdo e em alimentos
dietéticos sdo empregados como "agentes de corpo". Na drea farmacéutica, é usado em
processos de encapsulacdo e liberacdo de principios ativos; na industria de cosméticos,
como agente emulsificante e, na drea agricola, como agente de liberacdo de pesticidas e
nutrientes (PASQUEL, 2001). Conforme Amorim et al. (2005), a CMC apresentou boas

propriedades reoldgicas ao ser incorporada a fluidos de perfuracao.

CH,—COONa CH,—COONa
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CH,—COONa CH;—COONa
L —in

Figura 7: Estrutura da molécula de CMC.
Fonte: O.H. LIN et al. (2005).
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A soja constitui uma excelente fonte de proteina para a alimentagdo humana e
animal. Além de apresentar cerca de 40% de proteina em seus grdaos, estas sdo de

elevado valor nutritivo (SGARBIERI, 1996).

A proteina isolada de soja (PSI) é produzida a partir do farelo de soja desengordurada
por extracdo alcalina seguida de precipitacdo acida e contém mais de 90% de proteinas.
Esse produto tem sido utilizado para a microencapsula¢do de hidrolisado de caseina pela
técnica de spray drying (ORTIZ et al., 2009) e possui ponto isoelétrico em pH 4,5, bastante
semelhante ao da gelatina, apresentando um grande potencial para ser utilizado como
material de parede para microencapsulacdo de aromas através da coacervacdo complexa

(JUN-XIA et al., 2011).
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3 Materiais e Métodos
Neste capitulo serd abordada a metodologia utilizada para a producdo das
microcdpsulas, detalhando-se as matérias-primas, reagentes, equipamentos e analises

empregadas.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Tecnologia e Processamento de
Alimentos (LATEPA) e no Laboratério de Tecnologia em Engenharia Quimica (LATEQ) do
Departamento de Engenharia Quimica da UFRGS. A analise referente a microscopia
eletrénica de varredura foi feita no Laboratério de Design e Sele¢cdo de Materiais (LdSM)

no Departamento de Engenharia de Materiais da UFRGS.

3.1 Matéria-prima e reagentes

A proteina isolada de soja (PIS) utilizada neste trabalho foi cedida pela empresa Solae
Company (Esteio, RS, Brasil). As gomas guar e carboximetilcelulose (CMC) foram cedidas
pela empresa Hexus Foods (Portdo, RS, Brasil). O sulfato de ferro heptahidratado, o acido
cloridrico e o metabissulfito de soédio foram obtidos da empresa Casa da Quimica
(Diadema, SP, Brasil). Foi empregado o hidréxido de sddio da empresa Vetec (Duque de
Caxias, RJ, Brasil). Para o teste de andlise sensorial, foram utilizadas macgds do tipo

Argentina da safra de 2011 adquiridas em mercado local de Porto Alegre.

3.2Hidrata¢do das gomas

Para realizar a técnica da coacervagdo complexa, antes da mistura dos agentes
encapsulantes, fez-se necessario a hidratacdo das gomas guar e CMC. Para tanto, as
gomas adicionou-se agua destilada e deionizada na proporcdo de 1:96 m/v, (goma:agua).
A hidratagdo das gomas ocorreu em um periodo de 24 horas a temperatura ambiente

(20°C).

3.3 Microencapsulag¢do através da coacervagdao complexa

O material a ser encapsulado correspondeu a uma emulsao de sulfato de ferro
heptahidratado em 6leo de soja (Cargill, Brasil) na proporcdo de 1:46. Essa mistura foi
entdo agitada em agitador de solucdes tipo vértex (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil)

no modo continuo a 2.000 rpm por 10 minutos.

A razdo de proteina e gomas foi fixada em 3:1:1 (PIS:CMC:Guar), conforme Mendanha

et al. (2009), Rascon et al. (2011) e Jun-xia et al. (2011) com algumas modificacbes. A
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solucdo de proteina isolada de soja em agua deionizada a 40°C (9,375 g/200 mL) foi
alcalinizada para pH 8 com uso do reagente hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M, a fim de
maximizar a solubilidade da proteina. Em seguida, a essa solu¢do de proteina isolada de
soja, foi adicionada a emulsdo de dleo-ferro através de homogeneizacdo em agitador

ultraturrax (IKA, modelo T18B, Brasil) a 11.000 rpm durante 2 minutos.

As gomas previamente hidratadas foram lentamente adicionadas a esta emulsdo, com
auxilio de um agitador magnético (Tecnal, modelo TE-0851, Brasil) para promover uma
melhor adesdo do material. Em seguida, para promover a coacervacgao, o pH foi ajustado
para 4,0 com 4cido cloridrico (HCl) 0,5 M. Cabe ressaltar que durante todo esse

procedimento a temperatura foi mantida a 40°C.

Ap0ds o abaixamento do pH, a temperatura de todo o sistema foi reduzida lentamente
para 10°C com auxilio de um banho de gelo sob agitacdo magnética continua. O material
coacervado foi armazenado em refrigerador doméstico a 7°C por 24 horas para promover
a decantacdo. Finalmente, a amostra foi congelada em um ultrafreezer (Coldlab, modelo

CL 120-40, Brasil) a -40°C durante 24 horas.

A secagem do material foi realizada em um liofilizador (Terroni, modelo LS 6000,
Brasil), como mostrado na Figura 8, utilizando-se os frascos de borossilicato de boca larga
com 75 mm de diametro, conectados ao equipamento principal através dos manifolds em
borracha nitrilica. A temperatura do liofilizador permaneceu em aproximadamente -40°C

e a pressao manteve-se entre 300 e 350 pmHg.

Figura 8: Imagem do liofilizador de bancada utilizado para secagem do material.
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O controle de tempo necessario para a secagem utilizando o método de liofilizacao é
feito a partir do acompanhamento da massa das amostras. Para isso, os frascos contendo
o material congelado foram pesados antes da inicializacdo do processo. Durante o
procedimento, foi realizado um acompanhamento de pesagem a cada duas horas até as
amostras atingirem massa constante, indicando que a liofilizacdo foi concluida. O material

resultante encontrou-se em forma de pé. Na Figura 9 estd apresentado um fluxograma do

processo de producdo das microcapsulas.
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Figura 9: Diagrama ilustrativo da metodologia utilizada para encapsulag¢do do ferro e producao
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3.4 Caracterizacao das microcdapsulas

As capsulas foram avaliadas quanto a morfologia através da microscopia Otica e da
microscopia eletrénica de varredura (MEV), bem como tamanho de particula,

temperatura de transicdo vitrea (Tg) e quantificagdo de ferro presente.

3.4.1 Microscopia dtica

A microscopia 6tica foi utilizada para constatar a formacao das microcapsulas e seu
formato. Para isso, uma pequena quantidade de material liofilizado foi disperso em
[aminas de vidro e recobertos por laminulas, sendo visualizado em magnitude de 400x em

microscopio 6tico (Opton, modelo TNB-04D, Brasil).

3.4.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia das capsulas e do ferro foi analisada através do emprego da MEV. Para
tanto, as amostras foram fixadas em fita adesiva metalica dupla face e aderidas em stubs
também metdlicos, ndo sendo necessadrio o recobrimento com metal. Em seguida, a
observacdo das amostras foi feita em um microscopio eletrénico de varredura de bancada

(Hitachi, modelo TM 3000, Japdo) com voltagem de 15kV.

3.4.3 Temperatura de transicdo vitrea (Tg)

A transicdo vitrea é a transicdo de fases comumente observada em alimentos, que
consiste na mudanca de fase de um estado sélido-vitreo para um estado amorfo-gomoso
e esta relacionada com a preservagao de fatores de qualidade, processabilidade,

estocagem e estabilidade destes produtos.

A técnica de calorimetria diferencial de varredura foi utilizada para determinar a
temperatura de transicdo vitrea das microcapsulas coacervadas conforme Ortiz et al.
(2009) com algumas modificacGes. As amostras foram acondicionadas em micropanelas
de aluminio hermeticamente seladas e guardadas em dessecador durante 24 horas. Em
seguida, o material foi analisado em equipamento DSC (Pekin Elmer, modelo DSC 6000,
Estados Unidos) utilizando-se uma micropanela vazia como referéncia, com atmosfera de
ar sintético a uma vazdo de 100 mL.min™ na taxa de aquecimento igual a 10°C.min’?,

elevando-se a temperatura de 20°C a 200°C.
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3.4.4 Determinagdo do teor de ferro

A quantidade de ferro presente nas capsulas do material coacervado foi determinada
através da espectrofotometria UV-visivel (Pré-Andlise, modelo UV-160, Brasil) com o
auxilio de um kit de teste de ferro chamado Spectroquant (Merck, Darmstadt, Alemanha).
Esse método de determinacdo baseia-se na reacdo do Ferrospectral [3-(2-piridil)-5,6-
bis(4-acido fenilsulfonico)-1,2,4-triazina, sal dissédico] com complexos de ferro e ions de
ferro. A reacdo do ferro com Ferrospectral forma complexos de coloracdo azul-violeta que
sdao medidos no comprimento de onda de 565 nm. Para que ocorra a reagdao desejada, em
5 mL da amostra a ser quantificada sdo adicionados 3 gotas do reagente Ferrospectral, e
apods 3 minutos de reagao, faz-se a leitura em espectrofotometro. Para fazer a leitura das
amostras, foi construida, previamente a curva padrao contendo cinco diferentes e

conhecidas concentracdes de ferro em dgua Milli-Q (0,1; 0,5;1; 2 e 2,5 mg.L'l).

Para quantificar o ferro presente nas amostras, foi utilizada a seguinte metodologia:
dissolucdo de 1,5 g de coacervado em 100 mL de 3agua Milli-Q, agitacdo em vértex
durante 10 minutos a 200 rpm (Phoenix Luferco, modelo AP 56, Brasil), centrifugacao a
2000 rpm por 10 minutos (Cientec, modelo CT 5000R, Brasil) e filtracdo a vacuo do
sobrenadante. As etapas de centrifugagdao e filtragdo foram imprescindiveis na

clarificacdo do sobrenadante para leitura espectofotométrica.

3.5Anadlise sensorial

Para verificar a eficacia do método de microencapsulagdo empregado, assim como o
efeito de atenuagao de cor e sabor de ferro, foi feita uma analise sensorial de um produto
contendo as microparticulas como fonte de ferro e outro contendo ferro livre na forma
de sulfato de ferro heptahidratado. Foi preparado um suco utilizando-se uma maca para
cada 250 mL de agua, com macgds adquiridas do mercado local de Porto Alegre.
Primeiramente, as macas foram lavadas em dgua corrente, a logo apds as mesmas foram
descacadas e trituradas em liquidificador doméstico. O material obtido na trituracdo foi

filtrado em uma peneira para obtencdo do suco.

O material liofilizado e o ferro na forma de sulfato de ferro heptahidratado foram
adicionados ao suco, com base na quantidade de ferro maxima para alimentos
enriquecidos estabelecida pela Anvisa que corresponde a 15% da IDR (2,10 mg) para cada
100 mL de produto final. Metabissulfito de sédio foi acrescentado ao suco na proporgao

de 4 mg para cada 100 mL, a fim de evitar o escurecimento enzimatico do mesmo.
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A analise sensorial foi feita utilizando uma escala hedb6nica de sete pontos
estruturados variando de 1-‘Desgostei muitissimo’ a 7-‘Gostei muitissimo’, na qual os
atributos avaliados foram aparéncia, odor, consisténcia, sabor e aceitacdo. O painel foi
composto de 20 provadores nao-treinados, onde foram oferecidas trés porgdes para
cada: suco sem ferro (controle), suco adicionado de sulfato de ferro e suco adicionado de
coacervado. A codificacdo das amostras foi feita com trés digitos aleatérios e foram
servidas resfriadas (7°C) em copos de plastico de 30 mL. A ficha utilizada para esta analise

encontra-se no Apéndice A.

3.6Analise estatistica

Os resultados de cada atributo provenientes da analise sensorial foram submetidos a
Andlise de Variancia (ANOVA) com fator duplo sem repeticdo e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Essa andlise
permite determinar as significancias e os efeitos entre as amostras e julgadores, a partir

dos resultados da escala hedonica.



DEQUI / UFRGS — Aline Luvielmo de Araujo 27

4 Resultados e Discussao
Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos através do
desenvolvimento do presente trabalho. Primeiramente, serdo apresentados os resultados

de caracterizagao das capsulas e em seguida os resultados da analise sensorial.

4.1Caracterizagdao das microcapsulas
As cdpsulas, preparadas conforme item 3.3, foram avaliadas morfologicamente
através das andlises de microscopias otica e eletronica de varredura, temperatura de

transi¢do vitrea e conteludo de ferro presente nas particulas.

4.1.1 Microscopia otica

O coacervado foi observado pela microscopia ética a fim de avaliar seu formato e
constatar a formacdo das microparticulas. A Figura 10 apresenta as fotomicrografias
obtidas por esta técnica. Como pode ser visto nesta figura, as capsulas apresentam
formato e superficie irregulares, estando ligadas umas as outras através de pontes de

pequena espessura do material, formando uma espécie de cadeia.

Figura 10: Fotomicrografias obtidas pela microscopia dtica das microcdpsulas coacervadas-
liofilizadas (100x).

A fim de comparar a coacervacdo com a técnica da liofilizacdo para
microencapsulacdo, foi analisada a estrutura das microcdpsulas preparadas pelos dois
processos. A Figura 11 apresenta as fotomicrografias das microcdpsulas liofilizadas.
Observa-se que as capsulas preparadas pela liofilizacdo apresentaram superficie mais

uniforme e particulas mais isoladas, se comparadas as produzidas pela coacervagao.
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Figura 11: Fotomicrografias obtidas pela de microscépia 6tica das microcapsulas liofilizadas
(100x).

4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A estrutura das microcapsulas obtidas também foi avaliada pela MEV para a
determinagdao aproximada do tamanho das cdpsulas e para a observagdo de sua
morfologia. A Figura 12 apresenta as fotomicrografias das microcapsulas coacervadas.
Observa-se que o coacervado apresentou estrutura porosa e formato irregular, como ja
havia sido evidenciado pela analise de microscopia 6tica, estando de acordo com os
resultados de Ducel et al. (2004) e Fang e Bhandari (2010). Contudo, esse resultado difere
daquele encontrado por Nori et al. (2011) ao encapsular extrato de proépolis utilizando
proteina isolada de soja e pectina como agentes de parede, onde as capsulas obtidas pela
técnica de coacervacdo complexa exibiram forma circular e tamanhos uniformes,

utilizando a liofilizagdo como método de secagem.

TM3000_7488 2011M11/22 16:07 FL D53 x100 TM3000_7491 2011M11/22 1611 FL D49 x200 500 um
15kV 15kV

Figura 12: Fotomicrografias obtidas por MEV das microcapsulas coacervadas em magnitudes de
100 x (A) e 200 x (B).
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De acordo com Ducel et al. (2004), a morfologia do coacervado depende da natureza
das proteinas utilizadas, massa molecular, do pH e da concentracdo de polimero. No
presente trabalho, a carboximetilcelulose, que foi um dos polimeros estudados, pode ter
sido responsavel pelo formato estendido e agrupado do material, visto que coacervados
com goma arabica apresentam resultados diferentes, encontrando-se capsulas esféricas,

uniformes e isoladas.

A estrutura das cédpsulas também pode ser explicada pelo fato da liofilizacdo ter sido
empregada para a secagem das amostras, visto que esta técnica emprega condi¢des de
operagdo como o alto vacuo, responsavel pela desuniformidade das cédspulas (KAUSHIK e
ROOS, 2007; FANG e BHANDARI, 2010). Alternativamente, as microcdpsulas podem ser
obtidas por atomizacdo (spray-drying), que resultaria em cdpsulas com formatos esféricos

e uniformes.

As particulas formadas apresentaram tamanhos variados, entre 200 e 300 um, valores
esperados para microcapsulas obtidas por coacervacdao complexa, que de acordo com

Favaro-Trindade et al. (2008), podem variar de 1 a 500 um.

4.1.3 Temperatura de transicdo vitrea (Tg)

Através da analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC), foi determinada a
temperatura de transicdo vitrea (Tg) das capsulas coacervadas. A T, encontrada
correspondeu a 127,24 + 2,02°C, e a temperatura inicial do pico endotérmico (To) foi
111,8 + 5,3°C. Os resultados referentes a entalpia ndo foram reprodutiveis, apesar dos

valores de T e To apresentarem erros inferiores a 5%.

A T, do material de parede corresponde a um fator de grande importancia, uma vez
qgue estd relacionado ao estado fisico do material, onde abaixo dessa temperatura, o
material encontra-se no estado vitreo e acima dessa, o material esta no estado amorfo.
No estado vitreo, os materiais sdo, geralmente, mais impermedveis do que no estado
elastomérico (RE, 1998). A liberagdo do nucleo ocorre quando a estrutura vitrea da matriz
sofre transicdo para um estado gomoso, de maior mobilidade, portanto, o produto possui
maior estabilidade quando armazenado abaixo da T, (SABLANI et al., 2007). Além disso, é
importante ressaltar que o uso desse material em produtos alimenticios que sofrerdo
coccao, possivelmente acarretara na liberacao do nucleo, neste caso, do ferro, no meio, o

que ndo é desejavel.
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O valor da Ty do material coacervado ficou proximo ao valor reportado por Nori et al.
(2011) de 130,7°C para microcapsulas de propolis, utilizando como agentes de parde
proteina isolada de soja e pectina. O termograma da capsula pode ser visualizado na

Figura 13.
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Figura 13: Termograma das cdpsulas produzidas pela técnica de coacervacgao.

4.1.4 Conteudo de ferro

Os resultados para a quantificacdo de ferro presente nas microcapsulas podem ser
visualizados na Tabela 1. Para tanto, foi preparada uma solucdo, utilizando o material
coacervado, com concentragdo de ferro equivalente a 8 mg/L. A partir desta, foram
preparadas trés solucGes diluidas (2, 3 e 4 mg/L) e feita a leitura em espectrofotémetro
em triplicata. A curva padrdo para a conversdao da absorbancia em concentracdo esta

apresentada no Apéndice B.
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Tabela 1: Resultados da quantificagdo de ferro nas microcapsulas (A = 565 nm).

Concentragao Absorbancia Concentragao
Conhecida (mg/L) Calculada (mg/L)
2 1,07 £ 0,01 2,05+0,01
3 0,77 £0,01 2,93 +0,02
4 1,04 £ 0,02 3,99 + 0,09

*Média de trés repeticGes * desvio padrao.

Como os valores encontrados para a concentragdo das amostras foi muito préximo
dos valores esperados, pode-se afirmar que o metodologia utilizada foi boa e que as
amostras apresentaram homogeneidade, ou seja, o ferro estava disperso na matriz

encapsulante.

Para as amostras de 3 e 4 mg/L foi necessario utilizar o fator de diluicdo de 1:1, pois
essas apresentaram absorbancias maiores do que 1,200, ou seja, acima do limite de

confiabilidade do método (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

Outro possivel fator de erro encontra-se no método do teste de ferro Spectroquant
utilizado. Essa analise possui faixa de detecgdo entre 0,04 a 4,0 mg/L de ferro. Assim,
mesmo que o resultado de concentracdo encontrada esteja muito proximo ao valor da
concentragdo esperada, ndo se pode garantir a confiabilidade da amostra de 4,0 mg/L,

estando no limite superior de detec¢ao.

4.2 Analise sensorial

A analise sensorial foi realizada com um painel de 20 provadores ndo-treinados a fim
de verificar o efeito da adicdo do FeSO4.7H,0 microencapsulado pela coacervacdo nas
caracteristicas sensoriais de um produto alimenticio, neste caso, suco de maga natural. A
fim de comparacdo, foi adicionado o sulfato de ferro na forma livre ao suco e foram
avaliados os seguintes atributos sensoriais: aparéncia, odor, consisténcia, sabor e

aceitacdo global.
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Tabela 2: Resultados avaliagdo sensorial (teste de aceitagdo) das amostras de suco de maga
enriquecidas com ferro.

Parametros sensoriais avaliados

Amostras

Aparénci . Aceitaca
.parenCIa Odor Consisténcia Sabor ceitagao
visual (cor) global
Controle 51+1,7° 51+13* 53+1,3° 52+1,3° 51+1,1°

FeSO,.7H,0 microencapsulado  5,1+1,1* 52+1,1° 51+1,1° 50+0,9° 50+0,8°
FeS0,4.7H,0 livre 42+1,8° 46+1,4° 46+10° 3,7+14° 37+13°

*Média de trés repeticbes + desvio padrao. Letras distintas nas colunas diferem

significativamente pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Como pode ser observado na Tabela 2, o teste de médias de Tukey mostrou que o
suco de macga enriquecido com FeS0O,4.7H,0 livre apresentou médias significativamente
menores em relacdo ao controle para os atributos de consisténcia, sabor e aceitacdo
global. Por outro lado, a amostra enriquecida com o ferro encapsulado apresentou boa
aceitacdo, nao diferindo significativamente do controle, em relagao a todos os atributos
avaliados. Esses resultados estdao de acordo com aqueles encontrados por Umbelino et al.
(2001) para a fortificacdo do iogurte de soja. Nesta pesquisa, o iogurte adicionado de
ferro microencapsulado em membrana fosfolipidica obteve maior aceitacdo se
comparado ao enriquecido com FeS0,4.7H,0 livre, tendo resultados semelhantes a

amostra padrao.

As analises de variancia (ANOVA), apresentadas no Apéndice C, foram realizadas para
avaliar se havia diferencas significativas entre os provadores e entre as amostras. Para o
teste de odor, houve diferenga significativa entre os provadores; para a consisténcia,
tanto os provadores quanto as amostras diferiram; para as caracteristicas de sabor e

aceitacdo, foram constatadas diferencas significativas apenas entre as amostras.

As amostras contendo ferro livre apresentaram coloracdo esverdeada que ndo é
propria de um suco de maca. Apesar disso, muitos atribuiram notas altas para esse
atributo. As divergéncias obtidas entre os provadores podem ser explicadas pelo fato do
painel ser composto por avaliadores ndo-treinados, ou seja, os julgadores ndo tinham
conhecimento suficiente para avaliar os atributos caracteristicos de um suco de maga,
como a cor que deve ser de coloracdo amarelada e ndo esverdeada. As diferengas de cor

apresentada pelas amostras podem ser visualizadas na Figura 14.
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Figura 14: Fotografias das amostras: com ferro encapsulado (A), controle (B) e com ferro livre (C).

A diferenca entre os provadores na andlise de odor e consisténcia pode ter sido
influenciada pela cor das amostras, pois mesmo sendo considerada uma caracteristica
sensorial subjetiva, ela é fundamental na inducdo da sensacao global resultante de outras
caracteristicas, como o aroma, o sabor e a textura dos alimentos. Assim, a avaliacdo da
aparéncia das amostras pode ter influenciado a avaliacido dos demais atributos,
especialmente para o suco contendo ferro livre, que apresentou coloracdao levemente

esverdeada, preferida por alguns provadores quando comparada a coloragao amarela.

O sabor é de extrema importancia para alimentos, especialmente para os elaborados
com produtos que normalmente apresentam aroma adstringente e/ou desagradével. No
presente trabalho, esse atributo foi essencial na aceitacdo do produto, pois como pode
ser visualizado na Tabela 2, as médias das amostras para o atributo sensorial sabor foram
muito préximas das encontradas para a aceitacdo global. Esse resultado corrobora com
Delahunty e Luckow (2004) que afirmam que muitos provadores julgam a aceitagdo de

um produto baseado no sabor ao invés de outras caracteristicas.

Através das avaliacdes realizadas, a amostra contendo o material encapsulado
apresentou escore dentro da faixa de aceitabilidade e préoximo ao escore do suco natural
(escores iguais ou maiores que 5,00 — gostei). Assim, péde-se concluir que o processo de

microencapsulagao foi capaz de prevenir a oxidagao do sulfato de ferro, responsavel pelo
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aparecimento de sabores e odores indesejdveis, que comprometem a aceitacdo dos

produtos enriquecidos com ferro, assim como mudangas na coloragdo do produto.
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5 Conclusdes e Trabalhos Futuros

Através dos resultados obtidos neste trabalho, pode-se verificar a formacdo das
capsulas ao redor do nucleo de ferro. As microparticulas coacervadas apresentaram
tamanho médio de aproximadamente 300 um, textura porosa e formato irregular,
conforme esperado, devido a utilizacdo da técnica de liofilizacdo para a secagem das
amostras. Ainda, por meio das microscopias otica e eletronica de varredura, foi
observado que as particulas possuem superficie irregular e estdao ligadas umas as outras

através de filamentos de menor tamanho.

A temperatura de transigao vitrea (Tg) do material ficou na faixa de 127°C, o que
mostra que o mesmo apresenta maior mobilidade estrutural em temperaturas elevadas.
Pela analise de espectrofotometria, foi constatado que a quantidade de ferro presente
nas capsulas corresponde a 2,1 mg para cada 100 mL de solucdo, estando de acordo com

o valor estabelecido pela Anvisa.

A aplicacdo das microcapsulas no suco de maca foi satisfatéria, pois ndo houve
diferenca significativa na coloracdo quando comparado ao suco sem adicdo de
ferro(todos sdo in natura, pois ndo sdo artificiais) e seus atributos sensoriaisforam
superiores ao suco adicionado de sulfato de ferro livre. Pela analise sensorial, o escore
global da avaliacdo da amostra com coacervado foi de 5 — ‘gostei’, o que ndo diferiu da

avaliagao da amostracontrole.

As analises realizadas provaram que a técnica de microencapsulacdo do ferro através
da coacervagcdo complexa representa uma possivel alternativa para sua utilizacdo em

alimentos fortificados.

Para trabalhos futuros, sugere-se a realizagdo de uma analise sensorial mais
abrangente, com maior nimero de provadores e em outros produtos. Além disso, outras
técnicas de encapsulagdo como a atomizagdo (spray-drying) podem ser avaliadas, assim
como o estudo da utilizacdo de diferentes materiais de parede. Quanto as andlises seria
interessante a realizacdo de analise colorimétrica e busca de metodologias que

quantifiquem/informem a eficiéncia da metodologia de encapsulagdo empregada.
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Apéndice A

FICHA DE ANALISE SENSORIAL
ANALISE SENSORIAL - SUCO NATURAL DE MACA

1o 0 TR Data: ....... [ [oon.

DESCRICAO DOS ATRIBUTOS

Aparéncia: primeira impressao ao visualizar a amostra.
Odor: percepgao do cheiro do suco.

Consisténcia: viscosidade da amostra.

Sabor: sabor caracteristico de suco natural de maga.
Aceitagdo: grau de gostar ou desgostar da amostra.

PROCEDIMENTOS
Prove as amostras de suco codificadas e avalie as caracteristicas de cor, odor, consisténcia e
sabor, e por fimescolha o grau de aceitacdo do suco de mac¢a conforme a escala abaixo:

7 — Gostei muitissimo

AMOSTRA 150 | AMOSTRA 776 | AMOSTRA 203

6 — Gostei muito

5 _ Gostei Aparéncia

4 — N3o gostei/nem desgostei Odor

3 — Desgostei Consisténcia
2 — Desgostei muito Sabor

1 — Desgostei muitissimo

Aceitagao
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Apéndice B

Curva padrio para a conversio da absorbancia em concentragio de ferro (mg.L™).
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Figura B.1: Curva padrdo para a convers3o da absorbancia em concentragdo de ferro (mg.L™).
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Apéndice C

Andlise de variancia (ANOVA) para os atributos avaliados na analise sensorial.

Tabela C.1: Andlise de variancia do atributo sensorial aparéncia.

Fonte da variagao sQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 31,25 19 1,64473684 0,733568075 0,762349 1,867332
Amostras 10,80 2 5,40 2,408450704 0,103562 3,244818
Erro 85,20 38 2,24210526
Total 127,25 59
Tabela C.2: Anilise de variancia do atributo sensorial odor.
Fonte da variagao sQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 61,93333 19 3,259649 3,887029 0,000181 1,867332
Amostras 4,133333 2 2,066667 2,464435 0,098548 3,244818
Erro 31,86667 38 0,838596

Total 97,93333 59

Tabela C.3: Andlise de variancia do atributo sensorial consisténcia.

Fonte da variagao sQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 49,26667 19 2,592982 5,404022 5,09E-06 1,867332
Amostras 4,433333 2 2,216667 4,619744 0,015999 3,244818
Erro 18,23333 38 0,479825

Total 71,93333 59

Tabela C.4: Analise de variancia do atributo sensorial sabor.

Fonte da variacdo SQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 26,60 19 1,40 1,047244 0,436526 1,867332
Amostras 26,53333 2 13,26667 9,923885 0,000341 3,244818
Erro 50,80 38 1,336842

Total 103,9333 59

Tabela C.5: Andlise de varidncia referente a aceitacdo das amostras.

Fonte da variagao sQ gl MQ F valor-P F critico
Provadores 27,91667 19 1,469298 1,499552 0,141291 1,867332
Amostras 23,43333 2 11,71667 11,95792 9,37E-05 3,244818
Erro 37,23333 38 0,979825

Total 88,58333 59




