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RESUMO GERAL

MATOS JUNIOR, F. E. Desenvolvimento, caracterizagao e aplicagao de microcapsulas
de acido ascérbico obtidas por spray chilling. (2013). 153 f. Dissertacao (Mestrado) -
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S3ao Paulo,

Pirassununga, 2013.

O aumento da conscientizagdo por parte da populagao em relagdo ao impacto da
alimentagdo no estado de saude tem imposto a industria de alimentos uma série de
novos desafios, entre eles a necessidade de desenvolver alimentos com maior apelo de
“saudabilidade” e que promovam bem-estar fisico e mental. Em funcdo das recentes
exigéncias do consumidor, os compostos bioativos, aqueles capazes de otimizar
funcgdes fisiolégicas atuando na promocdo e prevencao da saude tém sido alvos de
inimeras pesquisas. Incorporar compostos bioativos em alimentos é um dificil tarefa,
pois muitos compostos bioativos sdo altamente susceptiveis a degradacdo quando
incorporado a matriz alimenticia. Entre esses compostos esta o acido ascorbico,
considerado um composto bioativo por ser um potente antioxidante, que além do seu
papel no organismo humano, inclusive vitaminico, também exerce funcdo de aditivo
alimentar atuando como um antioxidante natural capaz de evitar ou retardar a
oxidagao de componentes da matriz alimenticia, evitando assim, alteragdes de cor
e/ou odor desagradaveis. Uma alternativa vidvel e promissora de incorporar acido
ascorbico a matriz alimenticia evitando sua degradacdo seria o uso da tecnologia de
microencapsula¢do. Das numerosas técnicas de microencapsulagao disponiveis, spray
chilling, também conhecida como spray congealing ou spray cooling, vem recebendo
especial atencdo nos ultimos anos em funcdo do seu baixo custo e facilidade de
execucdo. Neste sentido, este trabalho objetivou-se estudar a microencapsulacdo do
acido ascorbico pela técnica de spray chilling e aplicar as microparticulas carregadas
em um produto cdrneo emulsionado, ndo apenas para desenvolvimento de um

alimento contendo composto funcional, mas também para substituir o antioxidante



até entdo utilizado na industria de alimentos para o produto carneo em questdo. O
estudo foi dividido em 3 etapas, duas delas compreenderam o desenvolvimento e
caracterizagdo das microparticulas lipidicas sélidas carregadas com dacido ascérbico e a
terceira a aplicacdo do acido ascérbico encapsulado em salsicha produzida com carne
de frango. A estabilidade do acido ascérbico microencapsulado foi consideravelmente
melhorada em comparacao com sua forma livre. A tecnologia de spray chilling revelou-
se como uma técnica eficaz de microencapsulagdo para atender o objetivo proposto. A
aplicacdo do 4cido ascérbico encapsulado em salsicha foi bem sucedida, foi produzido
um alimento com caracteristicas similares ao convencional, inclusive, com aceitacao
sensorial favordvel. Foi atendido o objetivo de microencapsular o acido ascérbico e
promover sua aplicacdo em uma matriz alimenticia. Os resultados desse trabalho
poderdo subsidiar novos estudos com intuito de microencapsular outros compostos
bioativos e de aplicar o acido ascérbico microencapsulado em outras matrizes
alimenticias seja com objetivo de desenvolver alimentos funcionais e/ou de substituir
aditivos alimentares atualmente utilizados que ndo oferecem nenhum beneficio
adicional a saude do consumidor por um composto que além de atuar como
antioxidante na matriz alimenticia, tem fun¢do vitaminica e de composto bioativo no
organismo favorecendo a manutencdo da saude do consumidor, e assim, atendendo as

novas tendéncias de busca por alimentos mais saudaveis.

Palavras chave: microencapsulac¢ao, vitamina C, estabilidade, oxidac¢ao, salsicha.



ABSTRACT

JUNIOR MATOQS, F. E. Development, characterization and application of ascorbic acid
microcapsules obtained by spray chilling. (2013). 153 f. M. Sc. Dissertation —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de S3o Paulo,

Pirassununga, 2013.

The increased awareness on the part of the population in relation to the impact of
food on health has imposed the food industry a series of new challenges, among them
the need to develop foods with greater appeal of healthfulness and that promote well-
being. Due to recents demands consumer, the bioactive compounds, those able to
optimize physiological functions working in health promotion and disease prevention
have been the targets of numerous studies. Incorporate bioactive compounds in foods
is a difficult task because many bioactive compounds are highly susceptible to
degradation when incorporated into the food matrix. Among these compounds is
ascorbic acid, considered as a bioactive compound to be a potent antioxidant in
addition to its role in the human body, including vitamin, also exerts a function as a
food additive acting as a natural antioxidant can prevent or retard oxidation
Component the food matrix, thus avoiding color change and/or unpleasant odor. A
viable and promising alternative to incorporating ascorbic acid to the food matrix
preventing their degradation would be the use of microencapsulation technology. Of
the numerous techniques available microencapsulation, spray chilling, also known as
spray congealing or spray cooling, has received special attention in recent years due to
their low cost and ease of implementation. Thus, this work aimed to study the
microencapsulation of ascorbic acid by spray chilling technique and apply the loaded
microparticles in a emulsified meat product, not only for the development of a food
containing functional compound, but also to replace the hitherto used antioxidant in
the food industry for meat product in question. The study was divided into three

stages, two of which comprised the development and characterization of solid lipid



microparticles loaded with ascorbic acid and third application of ascorbic acid
produced sausage with encapsulated in chicken. The stability of the microencapsulated
ascorbic acid has been considerably improved compared to the free form. The spray
chilling technology proved to be an effective technique of microencapsulation to meet
the objective. The application of ascorbic acid encapsulated in sausage was successful
food was produced with characteristics similar to conventional inclusive, with
favorable sensory acceptability. Was served the purpose of microencapsulate ascorbic
acid and promote its application in a food matrix. The results of this study may support
further studies aiming to microencapsulate other bioactive compounds and apply
ascorbic acid microencapsulated other food matrix is aiming to develop functional
foods and/or replace currently used food additives that offer no additional benefit to
health consumer for a compound that in addition to acting as an antioxidant in food
matrix has vitamin function and bioactive compound in the body favoring the
maintenance of the health of the consumer, and thus, given the new trends search for

healthier foods.

Keywords: Microencapsulation , vitamin C, stability , oxidation , sausage.
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INTRODUCAO

A industria de alimentos tem vivenciado importantes mudangas impulsionadas pelo
consideravel aumento da demanda por alimentos com maior apelo a “saudabilidade”.
A conscientizacdo por parte da populacdo sobre o impacto dos alimentos
industrializados na saude tem tornado os consumidores mais exigentes em relagao a
qualidade nutricional dos produtos alimenticios. Com esse novo comportamento do
consumidor, o mercado de alimentos funcionais tem recebido atencdo especial.
Embora o nimero de produtos alimenticios funcionais e/ou organicos tenha tido um
enorme crescimento nas ultimas duas décadas, sua producdo ainda representa um

importante desafio para industria.

Alimentos funcionais sdo aqueles que apresentam em sua composi¢cdo um composto
bioativo capaz de proporcionar beneficios ao organismo além da nutri¢cdo basica. Entre
eles estdo compostos quimicos como isoflavonas, 6mega 3, carotenoides como
licopeno, luteina e zeaxantina, fibras alimentares, fitoesterdis, polidis, prebidticos e
micro-organismos probidticos. Esses compostos sdao de naturezas diversas e
responsaveis por diferentes beneficios fisiolégicos, mas apresentam uma caracteristica
em comum, em maior ou menor grau, todos sdo susceptiveis a degradacdo durante o
processamento ou estocagem do produto alimenticio, tal fato faz com que a producao
de alimentos contendo esses compostos seja um verdadeiro desafio. Como resultado
para tal entrave, alguns compostos bioativos podem ser adicionados a um numero

limitado de matrizes alimenticias.

Uma alternativa viavel para expandir a aplicacdo dos compostos bioativos, e assim,
disponibilizar uma maior variedade de alimentos funcionais, seria a tecnologia de
microencapsulacdo. Por intermédio desta tecnologia o composto bioativo é recoberto
por outro material, designado como material de parede ou carreador, que funciona

como uma barreira entre o composto bioativo e 0 meio ao qual este estd inserido. A
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microencapsulacdo é vantajosa, sobretudo, para evitar que fatores ambientais como,
presenca de oxigénio, pH, luminosidade, temperatura, presenca de outros
componentes, entre outros, possa comprometer a estabilidade e fungdo do composto
bioativo. Existem diversas técnicas de microencapsulacao que se dividem em métodos
fisicos, quimicos e fisico-quimicos. Nao ha uma técnica universalmente ideal, a escolha
da técnica, assim como do material de parede, é feita levando-se em consideracado
diversos fatores como as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos bioativos, sua

aplicagdo e custo da técnica, materiais de parede.

Entre as técnicas disponiveis, spray chilling, também designada com spray cooling ou
spray congealing, tem se destacado por suas vantagens em relacdo as demais. E um
método fisico em que o composto bioativo é envolto por um material, quase sempre
de natureza lipidica, pela formacdao de microparticulas lipidicas sdlidas através da
atomizac3do da mistura do composto bioativo com o carreador fundido. E um método
recente que se destaca pelo seu reduzido custo, facilidade de execuc¢do e por ser uma
técnica considera ambientalmente limpa e que ndo gera residuos, pois exclui a

necessidade de utilizacdo de solventes organicos e/ou agua, bem como evaporacgdo

destes durante o processo.

Acido ascérbico, que no organismo exerce func¢do vitaminica, sendo por isso conhecido
como vitamina C, € um dos compostos bioativos que poderia ter sua estabilidade
favorecida pelo processo de microencapsulacdo. O acido ascérbico que é adicionado
ao alimento como um antioxidante para evitar a oxida¢cdo dos componentes da matriz
alimenticia e assim preservar suas caracteristicas fisico-quimicas, em especial a cor e o
odor, é considerado um composto bioativo pela sua capacidade de contribuir para o
sistema antioxidante do organismo, combatendo os radicais livres, que dependendo
do estado de saude do individuo, podem ser responsaveis pelo surgimento ou
agravamento de doencas cronicas ndo transmissiveis. Por ser muito susceptivel a
diversos fatores ambientais, em especial a presenca de oxigénio, luz e ions metalicos, a

aplicacdo do 4acido ascorbico é limitada para determinados alimentos, ou quando
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presente pode limitar a vida de prateleira de alguns produtos, uma vez que sua

degradacgdo pode alterar as caracteristicas sensoriais do alimento, em especial a cor.

A possibilidade de microencapsular o acido ascérbico e adiciona-lo ao alimento
permitiria ndo apenas conferir ao alimento propriedade funcional, mas também pode
permitir a substituicdo de compostos artificiais utilizados como antioxidantes que nao
oferecem beneficio algum a saude do consumir. Um exemplo é a substituicdo do
eritorbato de sddio adicionado como antioxidante em produtos carneos emulsionados
por acido ascérbico, que além de atuar como antioxidante podera propiciar apelo a

“saudabilidade” do alimento.

Entre os produtos carneos emulsionados, a salsicha é o mais consumido, inclusive, com
forte apelo de consumo pelo publico infantil. Teoricamente, a incorporagao do acido
ascoérbico livre poderia comprometer o processamento do produto e ter sua
estabilidade reduzida, visto que a salsicha é um produto com alto teor de agua e é
submetida a tratamento térmico. Nesse sentido a microencapsulagao do dcido
ascérbico em gordura pela técnica de spray chilling pode ser uma importante
alternativa para protegé-lo. Como o acido ascérbico estd encapsulado, ndo haveria
contato com a massa da salsicha, assim, o acido ndo reduziria o pH podendo
comprometer o processamento do produto, ao mesmo tempo, nao seria solubilizado,
0 que poderia reduzir drasticamente sua estabilidade. Durante o aquecimento da
salsicha o carreador lipidico que envolve o acido ascorbico é derretido e este é entdo
liberado podendo exercer sua funcdo antioxidante durante a vida de prateleira da
salsicha. Esse é um exemplo de como o acido ascdrbico pode ser preservado durante o

processamento do produto pelo emprego da tecnologia de microencapsulacao,

permitindo a producdo de um alimento com maior apelo de “saudabilidade”.

Considerando o exposto acima, o presente trabalho teve como objetivo

microencapsular o dacido ascoérbico através da técnica de spray chilling/spray
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congealing, caracterizar as microparticulas obtidas, avaliar a estabilidade do acido
ascoérbico encapsulado e aplicar essas microparticulas como ingrediente em salsichas
produzidas com carne de aves, caracterizando e avaliando a estabilidade fisico-quimica

das salsichas produzidas.
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1 ACIDO ASCORBICO

O acido ascérbico (Figura 1) é um composto considerado como carboidrato cujas
propriedades redutoras e de acidez sao dadas pela por¢ao 2,3-enediol (DAMODARAN,
PARKIN e FENNEMA, 2010). Usado como sinGnimo, o termo vitamina C refere-se a
compostos que exibem total ou parcial atividade bioldgica do acido L-ascérbico. Estes
incluem os ésteres de acido ascorbico, tais como palmitato de ascorbilo e formas
sintéticas, tais como 6-desoxi-acido L-ascérbico (YE et al., 2007). A oxidacdo de dois
elétrons e a dissociacdo do hidrogénio convertem o acido L-ascérbico para acido L-
deidroascérbico que exibe aproximadamente a mesma atividade bioldgica do acido
ascorbico, pois é reduzido a acido ascdrbico no organismo quase que por completo

(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

Figura 1 — Estrutura do acido L-ascérbico

O acido ascoérbico é sintetizado em todas as plantas que contém clorofila, no figado e
nos rins da maioria dos mamiferos, anfibios, répteis e aves. O homem ndo é capaz de
sintetiza-lo devido a auséncia da enzima gulonolactona oxidase envolvida na

biossintese a partir de D-glicose.

O fornecimento organico da vitamina deve ser feito através da ingestdao dietética. As
principais fontes da vitamina sdo os alimentos de origem vegetal, incluindo frutas e
verduras. Produtos de origem animal apresentam pouca vitamina C e os graos nao a

possuem. De acordo com Silva e Cozzolino (2009) as recomendacbes de ingestao
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dietética para vitamina C foram definidas como 75 mg para homens e 60 mg para

mulheres adultos, aumentando 35 mg para individuos fumantes de ambos os sexos.

Embora o acido ascérbico tenha sido isolado e identificado apenas por volta de 1933,
relatos dos danos fisiolégicos decorrentes de sua deficiéncia remontam a Idade Média.
O escorbuto era comum entre os marinheiros durante as longas expedigdes maritimas
dos séculos XV e XVI. Os marinheiros sofriam de sintomas do escorbuto como
hemorragias capilares, sangramento gengival e amolecimento dos dentes, taxa
reduzida de cicatrizacdo de feridas, depressdao e fadiga (NYYSSONEN et al., 2000).
Nessa época os estudos do médico James Lind demonstram que o escorbuto era
curado através do consumo de frutas citricas, entre elas a laranja e o limdo, mesmo
sem o conhecimento da existéncia de vitaminas na época, o acido ascérbico foi o
primeiro nutriente cuja a deficiéncia foi reconhecida como causadora de doenca (YE et
al., 2007). Hoje o escorbuto é considerado uma doenca rara, as frutas fazem parte da
dieta de praticamente todos os povos e o fornecimento de vitamina C através de
alimentos industrializados se tornou muito comum. Ao longo de todos esses anos o
homem acumulou muitas informacgdes cientificas em relacdo as funcdes fisioldgicas
desta vitamina. Sabe-se que o dacido ascorbico participa de diversos processos
metabdlicos e fisioldgicos, dentre atuacdo no sistema imunolégico e nervoso, na
formacao do colageno e sintese de acidos biliares, corticoesterdides e epinefrina. Além
de sua atuacdo como cofator enzimatico, participa dos processos de éxido-reducao,
aumentando a absorc¢ao de ferro e a inativacao de radicais livres, sendo considerado

um dos mais importantes antioxidantes organicos (ARANHA et al., 2002).

Na industria de alimentos o acido ascérbico é amplamente utilizado devido a suas
atividades redutoras e antioxidantes, por exemplo, na cura de carne e na inibicdao do
escurecimento enzimatico de frutas e vegetais. Pode ser adicionado ao alimento por
meio de acidos ndo dissociados ou neutralizados como o sal de sddio (ascorbato de
sddio). A oxidacdo pode ocorrer pelos processos de transferéncia de elétrons simples

ou dupla, sem deteccdo do intermedidrio semideidroascorbato (DAMODARAN, PARKIN
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e FENNEMA, 2010). Além do seu papel na cura de carne e inibicdo do escurecimento
enzimatico de frutas e vegetais, o acido ascérbico adicionado ao alimento tem como
fungdes: acdo redutora em massas acondicionadas, protecdo de alguns compostos
oxidaveis (por exemplo, folato) por efeitos redutores da desativacdo de radicais livres e
de oxigénio, inibicdo da formacdo de nitrosaminas em carnes curadas e redugdo de

fons metalicos (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

O grande problema do acido ascérbico na industria de alimentos estd relacionado com
a sua instabilidade frente aos fatores inerentes ao processamento de alimentos, tais
como temperatura, oxigénio, pH e presen¢a de outros componentes como os ions
metalicos. O mecanismo de degradacao do acido ascérbico pode diferir dependendo
da natureza do alimento ou do meio de reacao, porém, independente do mecanismo a
abertura do anel lactona destréi a atividade de vitamina C de maneira irreversivel.
Mais de 50 produtos de degradacao ja foram identificados. Os tipos e as concentragdes
sdo fortemente influenciados por fatores que promovem a degradacdo do acido
ascorbico. Embora esses compostos ndao apresentem relevancia nutricional, promover

alteracdo de cor e sabor (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010).

2 MICROENCAPSULACAO

Em seu conceito classico, a microencapsulacdo é considerada um processo de
formacdo de particulas onde um ingrediente ativo é recoberto por uma fina camada de
outro material, o que proporciona ao ingrediente protecao, liberacao controlada e
conveniéncia (HEGENBART, 1993). Essa tecnologia é aplicdvel a materiais liquidos,
solidos ou gasosos, sendo o material a ser encapsulado denominado como recheio,
nucleo ou material ativo, e aquele utilizado para a cobertura é comumente chamado

de material de parede, agente encapsulante, matriz ou carreador (GIBBS et al, 1999).
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O material obtido pela microencapsulacdo pode ser designado como microcapsulas ou
microparticulas, sendo essa classificacdo dependente da distribuicdo do material
encapsulado na matriz (SPARKS, 1981). Nas microcdpsulas o material ativo é envolto
pelo agente encapsulante e encontra-se localizado na porc¢do central, caracterizando-
se assim, o tipo reservatério. Podem apresentar mais de um nucleo e/ou vdrias
paredes para um mesmo nucleo. J& no caso das microparticulas o material
encapsulado distribui-se por todo volume da particula, podendo inclusive, permanecer
uma parte na superficie da matriz (SCHROOYEN et al., 2001). Na Figura 2 sdo

apresentados esquemas representando uma microcdpsula e uma microparticula.

As capsulas ou particulas obtidas pela microencapsulacdo podem ser classificadas em
relacdo ao seu tamanho em macro, micro e nanocdpsulas, ndo havendo consenso
entre os autores dos limites que diferenciam cada categoria. Sabe-se que o tamanho,
assim como a forma, é dependente do agente encapsulante e da técnica de

encapsulacdo utilizados (FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA 2008).

Figura 2 — Representacdo grafica de microparticula e microcapsula

Fonte: SUAVE, et al. (2007)

Varios sdo os materiais utilizados como agente encapsulante, dentre eles carboidratos

(amidos, amidos modificados, goma arabica, agar, alginato, maltodextrinas, quitosana,
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ciclodextrinas, xarope de milho, celulose e derivados), proteinas (gluten, caseina,
gelatina, albumina e peptideos) e lipidios (acidos graxos, dalcoois graxos, ceras,
parafinas, dleos e gorduras hidrogenadas) (JACKSON e LEE, 1991; PASSERINI et al,
2003). Na escolha do agente encapsulante deve-se atentar principalmente a fatores
como a técnica que serd empregada para obtengdo das microcapsulas/microparticulas,
o tamanho de particulas e mecanismos de liberacao desejados, as propriedades fisico-
quimicas do material, aplicacio do produto final, escala de producdo e custo (RE,

2000).

Os mecanismos de liberacdo do material ativo encapsulado variam de acordo com a
natureza do agente encapsulante, sendo que normalmente ocorrem devido a
fenbmenos como: variacdo de temperatura e de pH, solubilidade do meio,
biodegradacdo, difusdo, ruptura mecanica, permeabilidade seletiva e gradiente de
concentracdo existente em relacdo ao meio de liberagdao (BAKAN, 1973; BRANNON-

PEPPAS, 1993).

Existem varios métodos para microencapsulagao, sendo que a escolha do método ideal
depende de alguns fatores, entre eles o tipo de material que se deseja encapsular e o
objetivo da encapsulagdo. Os métodos disponiveis podem ser agrupados em métodos
fisicos (extrusdo estaciondria, bocal submerso, extrusdo centrifuga, bocal vibrante,
spray drying, spray chilling/spray cooling/spray congealing, disco rotativo, pan coating,
suspensdo por ar, leito fluidizado, co-cristalizacdo e liofilizagdo) métodos quimicos
(polimerizacdo interfacial, inclusdo molecular e polimerizacdo in situ) e fisico-quimicos
(coacervagdo simples, coacervagao complexa, lipossomas, lipoesferas e evaporagdo de

solvente) (FAVARO-TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008).

Quanto aos objetivos da microencapsulacdo a lista é extensa e estd diretamente
relacionada com a area para qual se destina o componente encapsulado. Sabe-se que

a microencapsulacdo representa interesse em diferentes areas, tais como a cosmética,
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farmacéutica, agricola, veterinadria e mais recentemente a de alimentos. Na industria
de alimentos a encapsulacdo de componentes alimenticios tem como principais
objetivos: reducdo da reatividade do material ativo com o ambiente, diminuicdo da
volatilidade ou de transferéncia do material ativo para o meio, facilitacdo da
manipulagdo do material encapsulado, promocdo de liberagdo controlada,
mascaramento de sabor e/ou odor desagradaveis e protecdo ao material ativo contra
condicdes ambientais adversas, como na presenca de luz, oxigénio e pH extremos

(SHAHIDI e HAN, 1993).

Embora alguns autores como Desai e Park (2005) relatem que a microencapsulacdo de
ingrediente alimenticios vem sendo utilizada pela industria hd mais 60 anos, deve-se
reconhecer que quando se estabelece comparacdo com as industrias de farmacos e
cosméticos, a microencapsulacdo na area de alimentos ainda pode ser vista como um
campo recente, que tem recebido maior atencdo nos ultimos anos gracas aos
compostos bioativos, entre outros motivos. Estes sdo compostos que quando ingeridos
sdo capazes de desempenhar fungbes benéficas ao organismo humano além das
fungdes nutricionais bdsicas. Nas duas ultimas décadas cresceu consideravelmente o
interesse pelo desenvolvimento de alimentos contendo compostos bioativos, porém,
muitas vezes a incorporacao desses ingredientes a matriz alimenticia enfrenta alguns
inconvenientes como alteracdo de sabor e/ou odor, baixa estabilidade do composto
ativo em decorréncia de fatores ambientais, interacdo negativa com outros
componentes do alimento etc., que podem ser resolvidos com uso da encapsulagdo

(KUANG, OLIVEIRA e CREAN, 2010).

2.1 Spray chilling

Entre as diversas técnicas utilizadas para microencapsulacdo, spray chilling, também
designado como spray colling ou spray congealing, vem recebendo especial atencao

em decorréncia de suas vantagens em relacdo as demais técnicas. Baixo custo e alto
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desempenho sdo alguns dos atrativos associados ao processo de obtencdo de
microparticulas lipidicas sélidas por spray chilling que despertam o interesse por novos
estudos (ALBERTINI et al., 2008). Considerado um processo fisico rapido, seguro e
reprodutivel, a técnica dispensa o uso de dgua ou solventes organicos para sua
execuc¢do, excluindo assim, a necessidade de eliminagdao de solventes residuais.
Vantagem esta, que além de satisfazer o viés ambiental, é particularmente
interessante para drea de alimentos que necessita atender legislagGes rigorosas no que
se refere a inocuidade do alimento (ALBETINI et al., 2009). A elaboragao de particulas
por este método tem sido aplicada em diversos segmentos, como o farmacéutico, de

cosméticos, agricola, veterinario e alimenticio (CHAMBI et al., 2008).

A compreensdo do processo de obtencao das microparticulas por spray chilling é bem
simples, sua explicacdo pode ser acompanhada através do esquema proposto na
Figura 3. A principio, o carreador, quase sempre de natureza lipidica, é fundido
geralmente a 10 °C acima do seu ponto de fusdo. O material ativo é incorporado ao
agente carreador fundido, essa incorporagdo pode se dar através de dissolu¢do ou
mecanicamente (dispersao). A mistura resultante entre carreador e material ativo é
entdo atomizada. Uma mangueira promove a alimenta¢dao conectando o recipiente
contendo o material a ser atomizado ao bico de atomizacdo, uma bomba peristéltica é
utilizada facilitando a infusdo e o controle da vazao. Dependendo do dispositivo
utilizado, o material a ser atomizado pode ser vertido diretamente ao bico de
atomizac¢do excluindo a necessidade de equipamentos adicionais, como é o caso do
dispositivo elaborado e descrito por Albertini et al., (2008). O bico atomizador que tem
ligacdo com interior da camara resfriamento é responsavel pela pulverizacdo da
gordura formando pequenas gotas que se solidificam rapidamente ao entrar em
contato com o ar frio ou N2. Algumas microparticulas sdo coletadas em um recipiente
por baixo da camara de resfriamento, enquanto que particulas muito finas sao
transportadas pelo ar para um ciclone, onde sdo coletadas em outro recipiente

(CHAMBI et al., 2008).
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Spray chilling é um processo muito similar ao spray drying, inclusive, é possivel
promover adaptacdes que tornam o equipamento versatil aos dois processos. A
principal diferenca esta relacionada ao fluxo de energia envolvido. Em spray drying a
energia é aplicada a goticula forcando a evaporacdo do solvente, o que resulta na
secagem do material atomizado, utilizando para isso altas temperaturas. Ja para spray
chilling, a energia é removida da goticula forcando a solidificacdo do encapsulante,
utilizando para temperaturas inferiores ao ponto de fusdao do material utilizado como

matriz (KILLEEN, 1993).

Para enquadrar-se no principio da técnica de spray chilling o carreador quase sempre é
de natureza lipidica, o que de certa forma é algo vantajoso, visto que os lipidios
apresentam alta biocompatibilidade o que minimiza a possibilidade toxicidade
(LEONEL, 2008). Dentre os requisitos para escolha de um lipidio como carreador, deve-
se atentar principalmente quanto a sua estabilidade frente as condig¢bes tipicas do
processo, facilidade de atomizacdo e temperatura de fusdo. Estd dltima em especial,
deve visar a minimizacdao da degradacdo do componente do recheio, principalmente

tratando-se de materiais ativos termolabeis (ACHANTA et al., 1997).

Os encapsulantes utilizados na técnica podem ser divididos em hidrofilicos e
hidrofébicos. Polyoxylglycerides, poloxamer, polietileno glicol (PEG) e ésteres de
polietilenoglicol sdo exemplos de encapsulantes hidrofilicos. Enquanto os hidrofdbicos
podem ser exemplificados pelas ceras de abelha e de carnaudba, 6leo de ricino
hidrogenado, cera microcristalina, cera de parafina, acido estedrico e alcool estearico
(HENG e WONG, 2007). As caracteristicas hidrofilicas e hidrofdbicas do carreador sdo
interessantes principalmente para industria farmacéutica, uma vez que essas
caracteristicas interferem no objetivo da microencapsulacdo do farmaco, como por

exemplo, na modulacdo de liberagcdo do material ativo (HENG e WONG, 2007).
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Com relacdo a estrutura fisica, particulas produzidas pelo processo de spray chilling
sdo do tipo matriz, onde o material ativo esta dissolvido ou disperso no carreador
solidificado, ou seja, o material ativo esta presente em todo o volume da particula, ndo
apenas em seu centro. E oportuno ressaltar que embora seja corriqueiro encontrar em
publicacdes cientificas o emprego erréneo do termo microcdpsulas, o material obtido
por spray chilling deve ser denominado como microesferas, ou preferencialmente,
microparticulas pelos motivos expostos acima. O termo microcapsulas é errado uma
vez que o sistema gerado pela técnica ndo é um sistema tipo reservatério, onde o
material ativo esta perfeitamente recoberto pelo carreador. De maneira geral as
particulas produzidas apresentam forma esférica, tamanho em escala micrométrica e
sdo impermeadveis a agua, porém nao resistentes a ela (ILIC et al., 2009). Pelo fato do
processo nao envolver evaporacdo de solventes, comumente observado em outras
técnicas como spray drying, as particulas produzidas sdo usualmente densas e ndo
porosas, além de resistentes mecanicamente, permanecendo intactas sob agitacdo. O
aspecto da superficie, liso ou rugoso, é dependente do tipo de carreador e material

ativo utilizado (GHERBRE-SELLASIE, 1989 apud LAKKIS, 2007).

Figura 3 — Esquema do processo de obtencdo de microparticulas por spray chilling
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Particulas em nanoescala, ditas nanoparticulas, também podem ser preparadas
utilizando a tecnologia spray chilling (ELDEM et al., 1991), porém, ndo existem relatos
de produgdo das mesmas. Além disso, embora ndo muito comum encontrar em
estudos, é possivel aplicar um revestimento adicional as microparticulas para garantir
completa cobertura e/ou eliminar interagdes indesejaveis circundantes as mesmas
durante o armazenamento e incorporacdo (LAKKIS, 2007). O tamanho da particula
depende do material de ativo, da viscosidade da mistura fundida, da configuracao do
disco e velocidade rotacional, em geral, o tamanho varia entre 20-200 um (ZUIDAM e

SHIMONI, 2010).

Quanto ao mecanismo de liberagdo do recheio, no caso de microparticulas lipidicas
solidas a liberacdo pode ocorrer por for¢ca osmoética, difusdao (ainda que sutil), rupturas
mecanicas e principalmente por fusdo dos lipidios constituintes da matriz (GOUIN,
2004). Outro importante mecanismo de liberacdo é a digestdo do carreador lipidico
por acdo das enzimas digestivas gastrointestinais, promovendo assim, liberacdo no
intestino. Este mecanismo tem sido muito empregado quando a microencapsulagao
envolve microrganismos probidticos, que necessitam chegar vivos ao intestino para

prover suas agoes benéficas ao homem e animais (OLIVEIRA, 2011).

Ao realizar uma busca na literatura cientifica por estudos que envolvem o uso da
técnica de spray chilling é possivel constatar que a maioria das pesquisas ja
desenvolvidas ainda concentra-se na area farmacéutica, onde a técnica é usualmente
designada como spray congealing. Nesta drea a obtencdo de microparticulas por spray
chilling tem atendido diferentes finalidades permitindo contornar limitagcbes
encontradas pela industria farmacéutica na producdo de farmacos e gerar novas
aplicacdes. Como o material lipidico utilizado como carreador apresenta boa
biocompatibilidade e ndo ha necessidade do uso de solventes organicos, minimizam-se
os riscos de toxicidade aguda e cronica, uma das principais preocupacdes no
desenvolvimento de medicamentos (FINI et al., 2011). Além disso, a temperatura

utilizada é considerada uma vantagem, uma vez que ndo se emprega altas
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temperaturas, ainda que haja limitagcbes quanto as drogas altamente termoldbeis.
Entre os objetivos da microencapsulacao de farmacos por spray chilling encontra-se na
literatura: melhoria do perfil de dissolu¢do de drogas pouco soltveis (FINI et al., 2002;
CAVALLARI et al., 2007; ILIC et al. 2009), desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada (RODRIGUEZ et al., 1999; PASSERINI et al., 2003; ALBERTINI et al., 2004),
protecdo de farmacos contra condi¢ces ambientais adversas (ALBERTINI et al. 2009),
mascaramento de sabor (YAJIMA et al.1996) e mais recentemente, encapsulagdo de

proteinas e peptideos com potencial terapéutico (MASCHKE et al., 2007).

J4 na area de alimentos, embora o alto potencial da técnica para contornar limitacdes
e criar novas aplicagbes na industria alimenticia, os estudos envolvendo a
microencapsulacdo por spray chilling ainda sdo escassos, principalmente comparando
com outras técnicas como spray drying e até mesmo coacervagao. As microparticulas
obtidas por spray chilling sdo insoliveis em 4gua e liberam o material ativo ao redor do
ponto de fusdo do carreador ou durante sua digestdo, consequentemente, esta técnica
¢ ideal para encapsular recheios soluveis em agua, como vitaminas, minerais, enzimas,
acidulantes, algumas esséncias e sais organicos e inorganicos que podem encontrar
aplicagdes em misturas de sopas, alimentos com alto teor de gordura, produtos de

panificacdo, entre outros (DZIEZAK, 1988).

Nos ultimos cinco anos cresceu consideravelmente o numero de publicacbes com
relatos de estudos que avaliaram a encapsulacao de ingredientes alimenticios através
da técnica de spray chilling, sendo oportuno ressaltar que grande parte desses estudos
é de autoria de grupos de pesquisa brasileiros (CHAMBI et al., 2008; LEONEL et al.,
GAMBOA, GONCALVES e GROSSO, 2011; MORSELLI et al., 2012; PEDROSA et al., 2012;
ALVIM et al., 2013; OKURO et al., 2013).

Entre os poucos estudos ja desenvolvidos para microencapsulacdo de ingredientes

alimenticios por spray chilling é vélido citar alguns.
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Com objetivo desenvolver um sal estavel e eficaz para fortificacdo de iodo, ferro e
vitamina A, Zimmermann et al., (2004) recorreram a técnica de spray chilling para
obter microparticulas lipidicas sélidas contendo iodato de potdassio, pirofosfato férrico
micronizado e palmitato de retinol, usando como carreador 6leo de palma
hidrogenado. A  microencapsulagdo teve como finalidade assegurar a
biodisponibilidade do ferro evitando alteracdes de cor no sal e garantir a estabilidade
do iodo e da vitamina A. As microparticulas obtidas foram utilizadas para um estudo
clinico onde se avaliou a biodisponibilidade desses nutrientes e a reducdao das
deficiéncias dos respectivos nutrientes na populacdo estudada. Os resultados
apontaram boa estabilidade dos nutrientes e reducdo das deficiéncias apds seis meses

de uso do sal fortificado.

A isoflavona foi outro composto hidrossoltuvel microencapsulado pela técnica de spray
chilling por Jeon et al.,, (2005). Utilizando triglicerideos de cadeia média como
carreador, as microparticulas lipidicas obtidas foram utilizadas para aplicacdo em um
leite destinado ao estudo dos possiveis efeitos hipercolesterolémico em ratos. Nesse
caso a isoflavona foi microencapsulada na tentativa de mascarar seu sabor e impedir
gue alterasse a cor do leite, uma vez que apresenta gosto amargo similar ao feijao cru
e coloragdo marrom. Os autores relataram eficiéncia de microencapsulagao foi de
70,2% quando a relagdo (peso/peso) de carreador e material ativo foi 15:1,
respectivamente. O perfil de liberacdo da isoflavona foi considerado satisfatério,
inclusive, em ensaios in vitro simulando as condi¢des intestinais. Na analise sensorial,
as pontuacdes de amargura e adstringéncia do leite com isoflavona encapsulada foram
ligeiramente, mas ndo significativamente, diferentes daqueles encontrados para o leite

com isoflavona livre.

Considerando a importancia nutricional da vitamina E, seu enriquecimento em
alimentos tem representado uma interessante estratégia de assegurar a ingestdo
diadria. Entretanto, sua introducdo em alimentos pode ser complicada devido ao fato

de ser uma vitamina muito instavel, que sofre oxidacdo lentamente pelo oxigénio
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atmosférico através de uma reacdo catalisada pela luz e calor na presenca de metais
como prata e ferro. Pensando nisso, Gamboa, Goncalves e Grosso (2011),
microencapsularam a-tocoferol por spray chilling empregando matrizes lipidicas
compostas por lipidios interesterificados sem is6meros trans com o6leo de soja
totalmente hidrogenado. Os resultados encontrados pelos autores mostraram valores
de eficiéncia de encapsulacdo acima de 90% e altos niveis de retencdo do material
altivo, concluindo que a encapsulacdao de a-tocoferol por spray chilling foi bem

sucedida para o objetivo proposto.

Em um trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, o uso da técnica de spray chilling
favoreceu a microencapsulacdo de bactérias principalmente por ndo empregar altas
temperaturas ou solventes tdxicos ao microrganismo. Oliveira (2011) produziu e
avaliou microparticulas lipidicas contendo Lactobacillus acidophilus e Bifidobacterium
lactis utilizando gorduras com baixo ponto de fusdao, tais como gordura
interesterificada de palma e palmiste e manteiga de cacau como agentes carreadores.
A encapsulagdao promoveu prote¢dao ao microrganismo quando estocado a 18 °C e
estabilidade varidavel quanto ao agente encapsulante quando estocadas em
temperaturas de 7, 20 ou 37 °C e em ensaio de resisténcia aos fluidos intestinais.
Cecchini et al. (2010) também relataram a encapsulacdo de microrganismo por spray
chilling. Nesse caso os microrganismos encapsulados foram Lactobacillus rhamnosus
IMC 501° e Lactobacillus paracasei IMC 502° em gordura vegetal visando aumento da
viabilidade em alimentos funcionais. Segundo os autores os resultados foram

satisfatdrios quanto a estabilidade dos microrganismos.

3 MICROENCAPSULACAO DE ACIDO ASCORBICO

Diante da importancia do acido ascérbico para industria de alimentos, varias tentativas
ja foram realizadas com intuito de reduzir os inconvenientes de sua aplicacdo em

produtos alimenticios, seja essa inconveniéncia por conta de sua baixa estabilidade
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gue compromete principalmente sua atividade antioxidante e/ou vitaminica ou por
conta de sua alta reatividade que pode ocasionar problemas sensoriais no produto
como alteragdo de cor e/ou sabor. Nesse sentido varios autores vém propondo a
microencapsulacdo do acido ascérbico como uma alternativa viavel para contornar os
inconvenientes e limitacdes de sua aplicagdo (UDDIN et al, 2001). Porém, a
encapsulagdo de ingredientes solUveis em agua é um verdadeiro desafio, sendo muitas
vezes dificil de garantir apenas com ingredientes de grau alimenticio a constitui¢dao de
uma barreira capaz de proteger o ingrediente e a0 mesmo tempo evitar que devido
sua solubilidade em agua, seja perdido por lixiviacdo, por exemplo (SCHROOYEN et al.,

2001).

E provavel que o primeiro estudo envolvendo a encapsulacio do acido ascérbico date
de 1991. Na ocasido, Kirby et al., avaliaram a capacidade de lipossomas em encapsular
e proteger eficazmente o acido ascérbico de condi¢cbes adversas durante
armazenamento. Esses autores verificaram que a encapsulacdo por lipossomas foi
capaz de promover melhoras significativas ao longo da estocagem do acido, tanto em
solucdo aquosa simples, quanto na presenca de componentes alimentares comuns que
conduzem normalmente a rapida degradacdo da vitamina. Porém, o efeito protetor
ndo foi muito eficiente contra ions metalicos capazes de acelerar a oxidacdo do acido
ascoérbico, uma vez que esses ions podem penetrar muito lentamente através da
membrana do lipossoma. Embora os achados de Kirby et al. (1991) tenha sido
promissores, a utilizacdo de lipossomas na industria de alimentos muitas vezes é
limitada pela marcante alteracdo de sabor causada pela lecitina de soja, o
emulsificante utilizado na producdo de lipossomas, fazendo com essa técnica fique

mais restrita a industria farmacéutica e de cosméticos.

Mais tarde, com estudo realizado em 1996, porém, sd publicado em 1998, Knezevict et
al., relataram a microencapsulacdo do dacido ascérbico através da técnica de leito
fluidizado. A escolha do acido ascorbico como material ativo se deu pela relacdo

positiva de suas caracteristicas com a técnica de microencapsulacdo, e porque na



38

época havia um grande interesse em desenvolver ragdo para peixes contendo a
vitamina imobilizada. As limitacbes que incentivaram o estudo foram a alta
temperatura empregada para produg¢ao da ragdo, na maioria das vezes utilizando
extrusdo, a condicdo inadequada de armazenagem da racao, muitas vezes em silos
destampados expostos ao sol e ao livre, e principalmente por conta da possibilidade de
lixiviacdo da vitamina hidrossoluvel devido ao fato da mesma ser jogada na agua para
alimentacdo dos peixes. Os resultados foram satisfatérios, o método de encapsulagao
empregado permitiu uma melhor manutencdo da estabilidade do acido ascérbico com
bom perfil de liberacdo. Todavia, embora os resultados tenham sido promissores,
havia um grande inconveniente, a utilizacdo de solvente organico no processo de

encapsulagao.

J4 em 1998, com a ascensdo da técnica de spray drying, Trindade e Grosso (2000)
foram um dos pioneiros na microencapsulacao do acido ascérbico utilizando a técnica.
Mais tarde surgiram varios outros estudos que variaram o agente encapsulante
utilizado para avaliar a eficiéncia da técnica em aumentar a estabilidade da vitamina C.
Trindade e Grosso microencapsularam o acido ascérbico utilizando aglomerado poroso
de amido de arroz e goma arabica. Em seus resultados relatam que embora a
encapsulacdo tenha sido bem sucedida, a estabilidade do acido ascorbico encapsulado
em amido de arroz foi inferior a encontrada para o acido puro, principalmente com
temperaturas e umidade elevadas. Esses autores aplicaram o acido ascorbico
encapsulado em um produto cdrneo curado para avaliacdo da estabilidade da cor e
verificaram que o acido, quando encapsulado, ndo promovia manutencdo significativa

da estabilidade de cor.

Outros estudos relatando a microencapsulacdo de acido ascdrbico por spray drying
constam na literatura cientifica. O estudo de Finotelli e Rocha-Ledo (2005) e o estudo
de Pierucci et al. (2006). O primeiro propds a microencapsula¢do do acido utilizando
maltodextrina e Capsul como carreadores, enquanto o segundo utilizou concentrado

protéico de ervilha. Finotelli e Rocha-Ledo (2005) verificaram que ao longo de 60 dias
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apenas 7% do acido ascorbico encapsulado armazenado em temperatura ambiente foi
perdido. Porém, essas autoras consideram 100% de acido ascérbico apds o processo
de encapsulagdo, ndo avaliaram as possiveis perdas durante a secagem do material. No
estudo de Pierucci et al. (2006), relatam resultados satisfatérios quando ao
rendimento do produto e estabilidade do acido durante estocagem. As microcapsulas
contendo acido ascorbico foram utilizadas para fortificacdo de um produto dietético

para atletas.

Lee et al. (2003) também desenvolveram capsulas de acido ascérbico e aplicaram em
uma matriz alimenticia. Nesse caso a encapsulacdo do acido foi realizada por
revestimento com monoestearato de poliglicerol. Os autores encontram altos valores
de eficiéncia de encapsulacdo e bom rendimento. A vitamina encapsulada foi aplicada
na fortificacdo do leite, isolada ou em conjunto do ferro. Realizou-se estudos do perfil
de liberagdo da vitamina nas duas condicbes e foram encontrados resultados
satisfatorios. Para esse estudo em especial cabe estabelecer algumas criticas e
questionamentos. Provavelmente a combinacdo de ferro e vitamina C foi pensando
levando-se em consideracdo o favorecimento da absorcdo intestinal do ferro devido a
presenca da vitamina C, uma vez que essa é capaz de reduzir o ferro da forma férrica
para ferrosa aumentado a sua biodisponibilidade. Porém, deve-se considerar que o
ferro pode atuar como um proé-oxidante para o acido ascérbico, incorrendo na
possibilidade de causar subtracdo na qualidade do alimento no que refere-se a sua
estabilidade oxidativa. Ademais, a matriz alimenticia escolhida, leite, talvez nao seja a
mais adequada em termos nutricionais, uma vez que a incorporacao do ferro em
grandes quantidades no leite poderia interferir na biodisponibilidade do calcio, o

micronutriente mais importe desse alimento.

Utilizando outra técnica, encapsulagdo com alginato de sddio, Desai, Liu e Park (2005)
também avaliaram a eficiéncia da encapsulacdo na manutencdo da estabilidade do
acido ascoérbico destinado a incorporacdao em produtos cosmeéticos, assim, diferente

dos estudos que visam a aplicacdo em alimentos, esses autores focaram em testes que
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avaliaram a manutencdo da atividade biolégica da vitamina. Os resultados foram
favordveis a encapsulacdo, uma vez que mostraram que a atividade foi mantida,
tomando como base estudos envolvendo a eliminagao de radicas livres e ensaios

enzimaticos.

Mais recentemente dois estudos foram publicados abordando a encapsulacdo de acido
ascorbico. Um em 2010 por Chang et al. e outro em 2011 por Wijaia. No estudo de
Chang et al. (2010) a microencapsula¢do do acido ascérbico foi realizada pela técnica
de extrusdo utilizando maltodextrina amorfa como carreador. Os autores ativeram em
estudar apenas possiveis varidveis como teor de acido ascérbico e dgua no rendimento
e qualidade dos produtos extrudidos. Ndao foram realizados estudos envolvendo a
estabilidade do acido ascérbico, nem mesmo considerando o fato de que o processo
de extrusdo exige temperaturas elevadas. Wijaia (2011) microencapsulou o dacido
ascorbico por spray drying utilizando 6 agentes encapsulantes isolados ou combinados.
O objetivo era desenvolver particulas capazes de proteger o acido ascorbico contra
altas temperaturas de processamentos de alimentos e durante longos periodos. O
autor relata um bom rendimento de processo e manutencdo de estabilidade durante

15 meses em quatro diferentes temperaturas, 20, 30, 37 e 48 °C.

Apesar da grande quantidade de estudos envolvendo a microencapsulagao do acido
ascorbico, e ainda, do reconhecimento de autores como Schrooyen et al. (2001) de
gue a técnica de spray chilling seria uma das mais apropriadas para a encapsula¢do da
vitamina, ndo ha na literatura nenhum trabalho que tenha investigado a
microencapsulacdao do acido ascérbico por essa técnica. Assim, o objetivo desse
projeto foi desenvolver microparticulas contendo acido ascérbico pela técnica de spray
chilling, caracterizar essas microparticulas utilizando as analises frequentemente
utilizadas para o estudo de microparticulas lipidicas sélidas, e em um terceiro
momento aplicar essas microparticulas de acido ascérbico em um produto carneo,

substituindo o antioxidante eritorbato de sddio, um ingrediente que embora tenha
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sido extensivamente utilizado pela industria de alimentos, ndo apresenta nenhum

beneficio adicional a saude do consumidor.
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CAPITULO II

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAGAO DE MICROPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
CARREGADAS COM ACIDO ASCORBICO OBTIDAS POR SPRAY CHILLING



49

Resumo

A tecnologia de encapsulacdo embora ndo seja recente, ainda representa uma
inovadora alternativa para promover protecdao de ingredientes susceptiveis a
degradacgdao quanto incorporados a matriz alimenticia. O dcido ascérbico, um potente
aditivo alimenticio e composto com atividade vitaminica, € um desses ingredientes.
Sua sensibilidade a altas temperaturas, pH alcalino e presenca de oxigénio e ions
metalicos compromete a aplicacdo em determinados alimentos. Varias técnicas ja
foram utilizadas com intuito de encapsular o acido ascérbico e promover melhoria de
sua manutencdo. Spray chilling, uma técnica pouco explorada, porém com diversas
vantagens em relacdo as demais, até o presente momento ndo foi utilizada para tal
finalidade. Nesse trabalho, utilizou-se a técnica de spray chilling para produzir
microparticulas lipidicas sélidas carregadas com acido ascérbico utilizando 6leo de
palma e palmiste interesterificadas. As microparticulas foram produzidas a partir de
emulsdes de solucdo aquosa de acido ascérbico, gordura e lecitina de soja ou
suspensdes de acido ascorbico anidro em gordura. Microparticulas de gordura pura e
mistura de gordura e lecitina de soja também foram produzidas. Especificamente para
as microparticulas produzidas a partir de emulsdo, estabeleceu-se como varidveis de
processo a concentracdo material ativo:carreador (1:10 e 1:7) e a velocidade de
rotacdo do ultra-turrax (5000 e 10000 rpm). As microparticulas obtidas foram
submetidas a andlises de morfologia, tamanho de particula, eficiéncia de
encapsula¢do, DSC e FTIR. Andlise de cor instrumental nas microparticulas lipidicas e
estabilidade do 4acido ascorbico foi realizada ao longo de 60 dias com as amostras
estocadas a 7, 24 e 37°C. Os resultados obtidos das analises de caracterizacdo
demonstraram que ndao houve diferencas entre as particulas obtidas a partir de
emulsdo em funcdo das varidveis estudadas. As diferencas foram observadas entre as
particulas preparas com emulsdo e suspensdo. Ambas apresentaram formato esférico,
porém a caracteristica da superficie variou. Microparticulas produzidas com suspensdo
apresentaram superficie enrugada em com poucos poros, ja as produzidas com
emulsdo apresentaram superficie lisa com quantidade significativa de poros. As

particulas preparadas com suspensao apresentaram eficiéncia de encapsulagdo menor
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gue as demais. Ao longo do periodo de estocagem houve marcante alteracdo de cor
nas microparticulas preparadas com emulsdo, o que n3do ocorreu com aquelas
preparadas com suspensdo. A alteracdao de cor foi intensificada com aumento da
concentracdo de acido ascérbico e teve relacdo direta com a estabilidade do acido. A
estabilidade do AA sofreu influéncia da temperatura de estocagem e da forma de
preparo das microparticulas. A elevacdo da temperatura, como esperado, acelerou a
degradac¢dao da vitamina. Microparticulas preparadas com suspensdo tiveram melhor
estabilidade em comparagdo com as preparadas com emulsao. Quando estocadasa 7 e
24°C, valores que superam 60% de estabilidade foram verificados apds 60 dias. Porém,
quando a temperatura de estocagem foi de 37 °C, a estabilidade reduziu para 40%. Os
resultados obtidos nesse trabalho demonstram que a técnica de a técnica de
encapsulacdo representa uma promissora alternativa para promover manutengao da
estabilidade do acido ascdrbico, entretanto, mais estudos se fazem necessarios. Em
um estudo futuro, a producdo de microparticulas apenas utilizando suspensao pode
permitir que os resultados obtidos sejam aperfeicoados e que a manutencdo da

estabilidade do acido ascérbico aumente consideravelmente.

Palavras chave: Encapsulagado, vitamina C, estabilidade, spray congealing.

1 INTRODUCAO

O 4acido ascdrbico (AA) tem sido amplamente utilizado pela industria de alimentos para
atender duas finalidades distintas, atuar como antioxidante e reforgar a ingestao
dietética de vitamina C. Como antioxidante o AA atua principalmente na inibicdo da
auto-oxidacao lipidica e do escurecimento enzimatico. Entre os mecanismos de acao
envolvidos em sua atividade antioxidante estdo: desativacdo do oxigénio singlete;
reducdo dos radicais de oxigénio e carbono centradas com a formacdo de um radical
semideidroascorbato menos reativo ou de um acido L-deidroascérbico; oxidacdo

preferencial do ascorbato, concomitante a deplecdo de oxigénio; e regeneracdao de
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outros antioxidantes, por exemplo, por meio da reducdo do radical tocoferol
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). Contrario a sua eficacia na preservacdo da
cor natural e sabor/odor dos alimentos, o AA apresenta como principal desvantagem
sua alta instabilidade. Fatores ambientais como alta temperatura, pH alcalino,
presenca de oxigénio, de ions metalicos, de UV e raio-x podem afetar sua estabilidade
fazendo com que suas atividades vitaminicas e seu poder redutor sejam perdidos
durante o processamento e/ou armazenamento dos produtos onde estd contido. Além
disso, por ser muito reativo, o AA ao ser adicionado ao alimento pode reagir com
outros ingredientes e provocar altera¢Oes indesejaveis de cor e sabor (UDDIN et al.,

2001).

Uma estratégia promissora para melhorar a estabilidade do AA é o emprego da
tecnologia de encapsulacdo. Definida por Favaro-Trindade et al (2008) como um
processo de empacotamento de materiais sdélidos, liquidos ou gasosos em cdpsulas
extremamente pequenas que podem liberar o conteddo de forma controlada e sob
condicBes especificas, a tecnologia de encapsulagdo cresceu consideravelmente na
industria de alimentos devido ao interesse em adicionar a matriz alimenticia
ingredientes bioativos, que por conta da sensibilidade a fatores ambientais como
presenca de luz, oxigénio e pH extremos, ndo podem ser adicionados em suas formas
livres (ABBAS et al., 2012). A encapsulacdo do AA pode favorecer ndo apenas a redugao
de sua degradacdo durante o processamento e armazenamento do alimento, mas
também evitar sua interagdo com outros componentes da matriz alimenticia o que
acarreta subtracdo de qualidade do produto, bem como pode minimizar seu gosto
acido e propiciar sua liberacdo controlada, durante o tratamento térmico, por

exemplo.

Vdrias técnicas de microencapsulacao ja foram estudadas com objetivo de melhorar a
estabilidade do acido ascérbico, entre elas spray drying (TRINDATE e GROSSO, 2000;
UDDIN et al., 2001; ESPOSITO ET AL., 2002; DESAI e PARK, 2005; PIERUCCI et al., 2006;
RIGHETTO e NETTO, 2006), coacervacdo complexa (COMUNIAN et al., 2013);
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lipossomas (KIRBY et al.,, 1991; SHARMA e LAL, 2005; WECHTERSBACH et al., 2012),
fluidized bed coating (KNEZEVIC et al., 1998), melt extrusion (LEUSNER et al., 2002;
BOUQUERAND, 2007; CHANG et al.,, 2010), melt dispersion (UDDIN et al., 2001)
evaporacdo de solvente (UDDIN et al., 2001), co-cristalizacdo (KIM et al., 2001; FANG e
BHANDARI, 2010), e imobilizagdo (DESAI e PARK et al., 2005).

Entre as diversas técnicas utilizadas para microencapsulagdo spray congealing
(também denominada spray chilling e spray cooling) vem recebendo especial atencado
em decorréncia de suas vantagens em relacdo as demais técnicas. Baixo custo e alto
desempenho sdo alguns dos atrativos associadas ao processo de obtencdo de
microparticulas lipidicas sélidas por spray congealing que despertam o interesse por
novos estudos (ALBERTINI et al., 2008). Considerado um processo fisico rapido, seguro
e reprodutivel, a técnica dispensa o uso de agua ou solventes organicos para sua
execuc¢do, excluindo assim, a necessidade de eliminagdao de solventes residuais.
Vantagem esta, que além de satisfazer o viés ambiental, é particularmente
interessante para drea de alimentos que necessita atender legislages rigorosas no que
se refere a inocuidade do alimento (ILIC et al., 2009). A elaboracdo de particulas por
este método tem sido aplicada em diversos segmentos, como o farmacéutico, de

cosméticos, agricola, veterindrio e no alimenticio (CHAMBI et al., 2008).

Em spray congealing, o material a ser encapsulado é misturado ao carreador fundido e
atomizado por bicos dentro de uma camara, onde as microparticulas se solidificam
rapidamente ao entrar em contato com ar frio ou N, (CHAMBI et al, 2008). As
microparticulas obtidas sdao insollveis em dgua e liberam o material ativo ao redor do
ponto de fusdo do carreador. Consequentemente, esta técnica é ideal para encapsular
recheios sollveis em dgua, como vitaminas, minerais, enzimas, acidulantes, algumas
esséncias e sais organicos e inorganicos (DZIEZAK, 1988). As finalidades sdo vastas,
sendo as principais: melhoraria da estabilidade térmica, liberacdo controlada,
conversdo de liquidos em pds e mascaramento de sabor e/ou odor (GOUIN, 2004). Os

ingredientes encapsulados por este método podem encontrar aplicacdes em misturas
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de sopas, alimentos com alto teor de gordura, produtos de panificacdo entre outros

(DZIEZAK, 1988).

Neste estudo, com objetivo de avaliar o efeito da encapsulagdo na manutengao da
estabilidade de acido ascérbico utilizou-se a técnica de spray chilling para produgao de
microparticulas lipidicas carregadas com acido ascorbico. Procedeu-se com a
caracterizagdo das microparticulas e com avaliagdo da estabilidade do acido ascérbico

encapsulado comparando-se com sua forma livre.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Acido ascérbico (AA) P.A (Synth, SP/Brasil) foi utilizado como material ativo, gordura
interesterificada de palma totalmente hidrogenada e palmiste (Vigor, SP/Brasil) como
carreador e lecitina de soja em pd (Pantec, SP/Brasil) como agente emulsificante.
Cloroféormio (Synth, SP/Brasil); Tween 80 (Synth, SP/Brasil); alcool etilico (Synth,
SP/Brasil); bicarbonato de sédio (Synth, SP/Brasil); 2,6-diclorofenol-indofenol (Vetec,
SP/Brasil); e acido oxalico (Synth, SP/Brasil) foram utilizados para realizagdo das

analises. Todos os reagentes apresentavam grau analitico.

2.2 Tratamentos

Os tratamentos estabelecidos estdo sumarizados na Tabela 1. Quatro tratamentos (T1-
T4) envolveram o preparo de emulsdo entre o carreador lipidico, solu¢do aquosa de AA
e lecitina de soja. Esses tratamentos variaram em func¢do da quantidade de material

ativo em relacdo a quantidade de carreador lipidico, ou seja, a propor¢cdo material
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ativo:carreador (1:7 e 1:10), e em funcdo da velocidade de rotacdo do ultra-turrax

durante o preparo da emulsdo (5000 e 10000 rpm).

O quinto tratamento (T5)

envolveu o preparo de uma suspensdao entre acido ascérbico anidro e o carreador

lipidico na proporgao de 1:10. Os tratamentos T6 e T7 compreenderam a produgdo de

microparticulas utilizando o carreador lipidico puro e a mistura de carreador lipidico e

lecitina de soja, respectivamente. As formulagdes da emulsdao ou suspensdao de cada

tratamento podem ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 1.
Tratamentos
Tratamento Forma de Preparo Material Ativo:Carreador Rotagao em Ultra-Turrax
1 Emulsédo (E) 1:7 5000 rpm
2 Emulsédo (E) 1:10 5000 rpm
3 Emulsdo (E) 1.7 10000 rpm
4 Emulsdo (E) 1:10 10000 rpm
5 Suspensao (S) 1:10 -
6 Gordura pura - -
7 Gordura + Lecitina de Soja - 5000
Tabela 2.
FormulagGes das emulsdes e suspensoes
Tratamento Solugao de acido ascorbico Lecitina de soja Gordura
AA Agua Concentragdo
1 5g 20g 25,0% 0,3g 35g
2 3,5 20g 17,5% 0,3g 35g
3 5g 20g 25,0% 0,3g 35g
4 3,5 20g 17,5% 0,3g 35g
5 3,58 - - - 35g
6 = = = = 35g
7 - - - 0,3g 35g
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2.3 Métodos

2.3.1 Produgao das microcapsulas

As microparticulas lipidicas foram produzidas através da técnica de spray chilling
seguindo metodologia descrita por Chambi et al. (2008), com algumas modificagdes.
Para o preparo das emulsdes a gordura foi pesada e fundida a 58°C (15°C acima do
ponto de fusdo), adicionou-se a lecitina de soja em pod, solugdo aquosa de AA e
prosseguiu-se com homogeneiza¢do em Ultra-Turrax IKA®T25 (Staufen/Alemanha) por
3 minutos na rotagdo correspondente ao tratamento. Para o preparo da suspensao a
gordura foi pesada, fundida a 58°C, adicionou-se posteriormente o AA anidro
previamente moido em pildo de porcelana a um pd fino, sendo a mistura fisica
realizada utilizando agitador mecanico modelo 713 da Fisatom (Sdo Paulo/Brasil). Para
producdo das microparticulas constituidas apenas do carreador, a gordura foi fundida
a 58°C e posteriormente atomizada. A produc¢do das microparticulas compostas pela
mistura do carreador lipidico e lecitina de soja, foi realizada de maneira semelhante,
acrescentando apenas a etapa de homogeneiza¢dao da mistura que ocorreu em ultra-

turrax a 5000 rpm.

Para obtencdo das microparticulas lipidicas, tanto as emulsdes como a suspensao,
mistura de carreador lipidico e lecitina de soja e gordura pura foram atomizadas em
camara fria por volta de 13 °C, utilizando atomizador duplo fluido (#=1,2 mm), com
pressdo de ar de 2,2 kgf/cm? em um spray dryer da Labmaq do Brasil (S3o Paulo/Brasil)
adaptado para operar como spray chiller (Figura 1). A vazao foi controlada através de
uma bomba peristaltica em 50 mL/min Masterflex (lllinois/EUA). Os pds obtidos foram
armazenados em fracos de vidro tampados, protegidos da luz, na presenca de O; e

estocados a 7, 22, 37°C.
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Figura 1 - Spray-chiller utilizado para produc¢do das microparticulas

2.3.2 Caracterizagao das microparticulas

2.3.2.1 Andlise morfoldgica

A andlise morfoldgica das microparticulas obtidas foi realizada por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras foram fixadas no suporte de
amostras com fita de dupla face adesiva, revestida por borrifamento com Au/Pd sob
atmosfera de argbnio através de um evaporador de alto vacuo (Edwards,
Crawley/Reino Unido) e examinadas por meio de um microscopio eletrénico de
varredura JEOL JSM- 6500F (Welwyn Garden City/Reino Unido) em 5 kV de tensdo de

aceleracao.

2.3.2.2 Tamanho de particula

O tamanho de particula foi determinado por difracdo de raio laser através do

analisador de particulas Shimadzu Sald-2-1V (Tokyo /Japdo). As microparticulas foram
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suspensas em solucdo aquosa de Tween 80 (1% peso/peso) e estabilizadas por 5

minutos antes da analise para evitar aglomeragdo. A analise foi realizada em triplicata.

2.3.2.3 Eficiéncia de microencapsulagao

A eficiéncia de encapsulacao (EE) foi determinada pela diferenca entre a quantidade
de AA total e a quantidade de AA presente na superficie das microparticulas conforme
descrito por Comunian et al. (2013). Para extragdo do AA das microparticulas lipidicas
adotou-se o método proposto por Maschike et al. (2007) com algumas modificacdes. A
lavagem das microparticulas para determinac¢dao do AA superficial foi realizada como
descrito por Leonel et al., (2010) com algumas modificagdes. Para quantificacdo do AA,
tanto o conteudo total como conteudo na superficie das particulas, foi usado utilizado
o método de titulacdo de Tillmans descrito pela Association of Official Analytical
Chemists (1997). O cdlculo da eficiéncia de encapsulagdo foi realizado conforme a

Equacao I.

{A:‘-’lmm: - Aﬂsu*parﬁcirﬂ}
AA total

Eficiéncia de encapsulacdo (%) = x 100 Equacdo ]

2.3.2.4 Atividade de agua

Considerando a correlagdo entre atividade de dgua e velocidade das reagdes quimicas,
neste caso, com a degradacdo do AA, julgou-se oportuno avaliar a atividade de dgua
dos pds logo apds atomizacdo. A mensuracao foi realizada utilizando analisador de
atividade de agua Aqualab (Decagon Devices, Pullman, WA, USA) imediatamente apds

o preparo das microparticulas.



58

2.3.2.5 Comportamento térmico

O comportamento térmico das microparticulas carregadas com AA foi avaliado através
de um analisador térmico DSC TA Instruments (New Castle/EUA). Para analise cerca de
10 mg da amostra foi adicionada em capsula de aluminio e aquecida a 10°C/min, entre
-20 e 220 °C sob atmosfera inerte (45 mL/min de N2). Uma cédpsula vazia foi utilizada
como referéncia e o nitrogénio liquido usado para a refrigeracdo de amostra antes de
cada corrida. O carreador lipidico, acido ascorbico e lecitina de soja também foram

submetidos a analise térmica.

2.3.2.8 Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier — FTIR

A caracterizacdo das microparticulas carregadas com dacido ascérbico e dos
ingredientes puros através de espectroscopia de infravermelho na regido de 4000 a
600 cm-1 foi realizada utilizando o equipamento Perkin Elmer FT-IR Spectrometer

(Massachusetts/EUA) com o auxilio do software Spectrum One versdo 5.3.1.

2.3.2.9 Avaliacao da estabilidade do acido ascérbico microencapsulado

Para avaliacdao da estabilidade do AA microencapsulado e livre foram estabelecidas
trés condicbes de temperatura de armazenamento: 7, 22 e 37°C. As amostras foram
estocadas ao abrigo da luz em frascos de vidro fechados recobertos por papel
aluminio. Os pontos de estabilidade ocorreram ao longo de 60 dias com analises nos

tempos 0, 7, 15, 30, 45 e 60 dias.

Para extracdo do AA das microparticulas para quantificacdo utilizou-se cloroférmio e

agua destilada. Pesou-se 250 mg de amostra em um tubo de ensaio, seguida da adicdo
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de 5 mL de cloroférmio. Apds homogeneizagdo acrescentou-se 5 mL de agua destilada
prosseguindo com nova homogeneizacdo. A parte aquosa foi coletada e repetiu-se o
processo de adicdo de dgua por mais duas vezes a fim de garantir que a extragdo do
acido ascorbico fosse a maxima possivel. A determinacao foi realizada por titulacdo
pelo método de Tillmans descrito pela Association of Official Analytical Chemists
(1997). Todas as andlises foram realizadas em triplicatas, exceto no tempo zero onde
se optou por realizar sextuplicata com objetivo de reduzir a possibilidade de erros na
determinagdo da concentragao inicial onde o valor encontrado foi considerado como

100% de estabilidade para realizagdao dos calculos nos tempos sequentes.

2.3.2.10 Avaliacao da estabilidade do acido ascoérbico livre

Estabeleceu-se como pontos para avaliagdo da estabilidade do AA livre anidro e em
solucdo (10%) os tempos 0, 1, 3, 5, 7, 15, 30 dias, tendo estes sido armazenados em
condicdes semelhantes as microparticulas. Ambos foram determinados por titulagdo

com realizacdo das analises em triplicata.

2.2.3 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA)
e teste de Tukey usando a versdao 9.1.3 do programa estatistico SAS - Statistical
Analysis System (SAS, 1995). Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos quando a < 0.05. O processo foi repetido por duas vezes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Andlise morfoldgica

Apds a atomizagdo foram obtidos pds brancos e fluidos. As microparticulas lipidicas
solidas carregadas com AA, como exposto na Figura 2, apresentaram formato esférico
independente da formulagdo. Tal caracteristica corrobora aos achados de diversos
autores que utilizaram a técnica de spray chilling para encapsular materiais ativos
variados (CHAMBI et al., 2008; ILIC et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012; DI SABATINO et
al., 2012; OKURO et al., 2013). As microparticulas preparadas através de emulsdo (T1 —
4) ndo apresentam diferencas em relacdo as suas caracteristicas morfoldgicas. Essas
particulas apresentaram superficie lisa, porém, com presenga marcante de poros e
imperfeicGes. Embora as particulas nem sempre apresentem superficie lisa (ALBERTINI
et al., 2004; PASSERINI et al., 2006; CHAMBI et al., 2008), a presenca de poros, que é
indesejada, ndo é relatada com frequéncia. Em contrapartida, as microparticulas
produzidas a partir de suspensdo (T5) ndo apresentaram poros. A superficie dessas
microparticulas apresentou aspecto de escama e adesao de particulas muito pequenas

e material lipidico em formato levemente filamentoso.

As caracteristicas morfolégicas das particulas produzidas por spray chilling sofrem
variagdes em fung¢ao do carreador lipidico e material ativo utilizados e da interagao
entre estes dois. Tal afirmacdo é reforcada comparando as caracteristicas morfoldgicas
observadas neste trabalho com caracteristicas reladas por Okuro et al. (2013) que
também utilizaram gordura interesterificada produzida com dleo de palma totalmente
hidrogenado e palmiste para co-encapsular micro-organismos probidticos e compostos
prebiodticos. Esses autores relataram a obtencdo de particulas com superficie lisa e

auséncia de poros ou fissuras.
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Figura 2 — Imagens de microscopia eletrénica de: (A, B e C) microparticulas lipidicas
sélidas carregadas com AA obtidas a partir de emulsdo e observadas com diferentes
magnificacdes (100x, 500X e 3000x, respectivamente); (D, E e F) microparticulas
lipidicas sdlidas carregadas com AA obtidas a partir de suspensdo e observadas com

diferentes magnificacdes (500x, 2000X e 3000x, respectivamente).

3.2 Tamanho de particula

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores médios de diametro das particulas. Verifica-se
gue houve diferengas entre os tratamentos em razao de influéncias de diversos fatores

gue merecem analise detalhada.

Entre os tratamentos envolvendo emulsdo (T1-T4) observou-se que o aumento da
concentracdo de AA, ou seja, a propor¢cao material ativo:carreador, ndo influenciou no
tamanho de particula. Resultados semelhantes foram relatados por Leonel et al. (2010)
gue produziram microparticulas sélidas carregadas com solucdo de glicose utilizando

misturas de acidos graxos liquidos e sélidos (acido estedrico e oléico) e gordura vegetal
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hidrogenada como carreador e lecitina de soja como surfactante. Tal comportamento
pode ser justificado pela influéncia da viscosidade no tamanho de particula como
sugerido por Albertini et al. (2008). Uma vez que o AA foi incorporado a gordura
totalmente solubilizado, a variacdo de viscosidade entre os tratamentos tende a ser
minima, visto que a quantidade de solu¢dao na emulsdao ndo foi alterada entre os
tratamentos. Em contrapartida, o aumento da velocidade do ultra-turrax durante o
preparo da emulsdao poderia ter alterado a viscosidade da emulsdao ao ponto de
provocar variagdes nos tamanho das particulas entre os tratamentos. Embora nao
tenha sido realizada analise da viscosidade, a avaliacdo visual da emulsdo demostrou
gue aquelas preparadas com velocidade de 10000 rpm apresentaram aspecto menos
viscoso. Em suma, pode-se inferir que ao contrdrio do esperado e proposto por
diversos autores (MASCHKE et al. 2007; ALBERTINI et al., 2008; ILIC et al., 2009;
RIBEIRO et al., 2012), neste trabalho, a viscosidade nao influenciou no tamanho médio

das particulas entre os tratamentos que envolveram o preparo de emulsao.

Tabela 3.
Eficiéncia de encapsulagdo (EE) e diametro médio de volume (DMV) das microparticulas

lipidicas sélidas carregadas com AA produzidas por spray chilling

Formulagao EE (%) DMV (um)
T1 68,2+3,45a 73,86+2,13 a
T2 71,0+ 2,67 a 74,69+191a
T3 69,9+4,01a 76,78+ 1,14 a
T4 72,5+3,11a 72,87 +3,842a
T5 59,2+4,21b 91,62+1,54b
T6 - 4492 +3,10c
T7 - 33,82+2,42d

T1: emulsdo 1:7, 5000 rpm; T2: emulsdo 1:10, 5000 rpm; T3 emulsdo 1:7, 10000 rpm;
T4: emuls3ao 1:10, 10000 rpm; T5: suspensdo 1:10; T6: gordura pura; T7: gordura +

lecitina de soja.

Ao estabelecer comparacdo entre os tratamentos que envolveram emulsdo (T1-T4)

com os demais tratamento (T5-T7), a influéncia da viscosidade no tamanho de
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particula torna-se cabivel. Particulas produzidas apenas com gordura foram menores
qgue aquelas produzidas com a mistura de gordura com lecitina de soja, estas por sua
vez, foram menores que aquelas preparadas com a mistura de gordura e &acido
ascoérbico anidro. A pequena variacdo determinada par este parametro, entre as
particulas de gordura pura e as particulas da mistura de gordura com lecitina deve-se
ao fato da lecitina ser um pd fino adicionado em pequena quantidade. J& o acido
ascorbico adicionado a suspensdo, embora macerado e peneirado com peneira de 100
um ndo era um po tao fino quanto a lecitina. Em todos os casos a distribuicdao de

tamanho foi unimodal e polidispersa.

Os parametros de processo, com destaque para pressao de atomizagdo e temperatura,
influenciam no tamanho das particulas (ROSSAN, 2011). Mas além dos parametros de
processo, o tipo de material ativo e carreador lipidico, bem como o design do
atomizador, também podem provocar varia¢cdes consideraveis no tamanho. Essa série
de fatores influenciando tal caracteristica dificulta comparacdes entre trabalhos. Tanto
é, que na literatura constam relatos da obtencdo de microparticulas com tamanho
médio na faixa de 13-50 um (CHAMBI et al., 2008; LEONEL et al., 2010; RIBEIRO et al.,
2012; ALVIM et al., 2013) e 50-300 um (RODRIGUEZ et al, 2003; MASCHKE et al. 2007;
ALBERTINI et al., 2008; ILIC et al., 2009; DI SABATINO et al, 2012; OLIVEIRA et al., 2012;
OKURO et al., 2013). Assim, os valores encontrados neste trabalho para tamanho de
particula permanecem dentro da faixa de tamanho citada na literatura para

microparticulas produzidas por spray chilling.

3.3 Eficiéncia de microencapsulagdo

Os valores de eficiéncia de encapsulacdo estdo apresentados na Tabela 3. Ndo foram
constatadas diferencas estatisticas entre os resultados obtidos para EE de
microparticulas produzidas por meio de atomizacdo de emulsdo. Isso implica que a

proporcdo material ativo:carreador e a velocidade de rotacdo do ultra-turrax ndo
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provocaram influéncia na quantidade de AA que permaneceu na superficie da
microparticula em relacdo a quantidade que foi efetivamente recoberta pelo
carreador. Esses resultados tornam-se coerentes ao estabelecer relagdo com os
resultados de tamanho de particula. Assim como a EE, o tamanho de particula nao
sofreu influéncia das varidveis citadas ha pouco. Se ndao houve diferenga em relagao ao
tamanho, a area superficial das particulas ndo foi alterada, o que poderia possibilitar
uma menor ou maior presenc¢a de AA na superficie. O aumento da concentragdo de
lipidico em relagdao ao material ativo sugestiona, ainda que teoricamente, uma maior
possibilidade de obter microparticulas com maior quantidade de material ativo
efetivamente encapsulado, entretanto, os resultados obtidos ndo corroboraram tal
teoria. Ribeiro et al. (2012), encapsulando solucdo de glicose em mistura de acido
estearico e acido oléico pela técnica de spray chilling observaram resultados distintos.
O aumento da concentracdo de acido oléico em relacdo ao material ativo influenciou
positivamente na EE. Cabe a ressalva de que esses autores utilizaram a mesma

metodologia para determinagado de EE utilizada neste trabalho.

Comparando o tratamento que envolveu o preparo de uma suspensdo (T5) com os
demais (T1-T4) verifica-se diferenca estatistica. A quantidade de AA superficial foi
maior no T5, o que consequentemente, resultou em um valor de EE menor. Nesse
caso, a ideia do tamanho de particula influenciando a EE pela area superficial perde a
coeréncia, visto que as particulas do T5 foram maiores que as demais,
consequentemente, apresentaram darea superficial menor. A justificativa para tais
resultados pode estar na presenca de agua no sistema e forma com que o AA foi
incorporado a este sistema, em uma emulsdo. O AA é um composto altamente
hidrofilico, desta forma, ficou em maior concentracdo na fase dispersa (dgua) da

emulsdo A/O.

Particulas produzidas por spray chilling ndo sdo do tipo reservatdrio em que o material
ativo fica perfeitamente na porg¢do central recoberto pelo material de parede (Figura

10 C), mas como havia quantidade consideravel de dgua no sistema, a ocorréncia de tal
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fato pode ter sido favorecida. Na suspensdo, ainda que macerado a um pé fino (<100
um) o acido ascérbico permaneceu como cristais consideravelmente grandes se levar
em conta o tamanho das particula obtidas. Durante a lavagem das particulas, todo
conteudo de AA que ndo esta perfeitamente encapsulado é arrastado pela agua de
lavagem. Sendo ele um composto altamente hidrofilico, esse “arraste” ¢é

consideravelmente favorecido.

Comparando os resultados obtidos com os poucos trabalhos que avaliaram a EE com
metodologia semelhante ou que determinaram o contelddo de material ativo presente
na superficie da particula, pode-se afirmar que os valores estdo na faixa daqueles
relatados por outros autores. Leonel et al. (2010) encapsulando solucdo de glicose em
misturas de acidos graxos liquidos e sélidos (acido estedrico e oléico) e gordura vegetal
hidrogenada verificaram valores de glicose na superficie com variando de 2,3 a 19,7%,
sendo que a quantidade tedrica na microparticula ndo influenciou tanto a EE quanto a
concentracdo da glicose na solugdo. Ribeiro et al. (2012) que também encapsularam
solucdo de glicose relataram valores de material ativo na superficie variando entre 2,6

e 23,7%

Figura 3 — Esquemas de estruturas das particulas. A) Particula do tipo matriz produzida
a partir de uma suspensdo. B) Particula do tipo matriz produzida a partir de uma

emulsdo. C) Particula do tipo reservatorio.
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Entre as anadlises de caracterizacdo de microparticulas obtidas por spray chilling, a
eficiéncia de encapsulacdo é a que exige maior criticidade na interpretacao e discussdo
dos resultados. O motivo disso encontra-se na falta de consenso na definicao do termo
eficiéncia de encapsulacdo. Neste trabalho admitiu-se que o termo refere-se a
quantidade de material ativo efetivamente encapsulado. Para determinacao da EE
considerou-se a diferenca entre o conteudo total de acido ascdrbico na microparticula
e o conteudo presente na superficie da particula. Na literatura € comum encontrar
valores de EE determinados pela diferenga entre a quantidade tedrica de material
ativo atomizado e a quantidade de material ativo presente nas microparticulas. Tal
andlise se faz muito util para verificar se o processo de atomizagcdo provoca
degradacdo/perda do material ativo, porém, ndo permite afirmar se o material ativo
estd no interior ou na superficie da microparticula. Se ndao houver critério na discussao
dos resultados, incorre-se na possibilidade de equivocos em relacdo aos valores
proximos de 100% relatados na literatura e atribuidos como EE. Partindo da
consideracdo que a técnica de spray chilling produz microparticulas, e nao
microcdpsulas onde o material ativo estad perfeitamente acondicionado no interior da
mesma, muito dificilmente serd possivel garantir auséncia de material ativo sobre a
superficie da particula. Por fim, ndo considerar a diferenca entre a quantidade de
material ativo encapsulado e material ativo presente na superficie da microparticula
pode comprometer consideravelmente a funcdo da microencapsulacdo, em especial
quando esta destina-se a protecdo do material ativo e mascaramento de sabor e/ou
odor, por exemplo. Os resultados de EE, quando considerados como no presente
trabalho, permitem avaliar a necessidade de ajustes no processo, por exemplo,
alteracdo da quantidade de material ativo na formulacdo e/ou manipulacdo do
tamanho de particula, esta Ultima com a finalidade de diminuir a area de superficie da

particula.
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3.4 Atividade de dgua e umidade

Os valores médios de atividade de dgua e umidade foram reunidos na Tabela 4.
Coerentemente, tratamentos que envolveram o preparo de emulsdo apresentaram

valores de Aw e umidade maiores em relacdo aos demais.

Tabela 4

Atividade de dgua (Aw) e umidade mensuradas apds preparo das microparticulas

Tratamento Aw Umidade (%)
T1 0,963 £ 0,009 a 27,71+0,34 a
T2 0,965+ 0,017 a 30,41+0,28a
T3 0,966 £+ 0,021 a 29,78+0,41 a
T4 0,969 £ 0,005 a 28,46+ 1,24 a
T5 0,631+0,014 b 1,43+0,21b
T6 0,690+0,011c 1,38+0,18 b
T7 0,632 £ 0,008 b 1,74+0,39b

Diferentes letras minusculas na mesma coluna nao diferem estatisticamente pelo teste

de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

T1: emulsdo 1:7, 5000 rpm; T2: emulsdo 1:10, 5000 rpm; T3 emulsdo 1:7, 10000 rpm;
T4: emulsdo 1:10, 10000 rpm; T5: suspensdo 1:10; T6: gordura pura; T7: gordura +
lecitina de soja.

A atividade de d4gua nas particulas é relevante ao considerar que a cinética de
degradacdao do material ativo pode ser influenciada pela presenca de agua. Se o
material ativo for micro-organismos como nos estudos de Oliveira et al. (2012) e Okuro
et al. (2013), a atividade de agua requer ainda mais cuidado, uma vez que existe
necessidade de manter o metabolismo microbiano reduzido a fim de garantir sua
viabilidade. No caso do AA, os resultados de estabilidade foram fortemente
influenciados pela Aw, tendo esse comportamento sido evidenciado até mesmo pela

alteracdo de cor instrumental.



68

A ideia original da técnica de spray chilling menciona a producdo de microparticulas a
partir da atomizacdo da mistura entre carreador e material ativo, ressaltando inclusive,
que nao ha nenhum tipo de solvente envolvido no processo. Entretanto, recentemente
tem surgido na literatura trabalhos Chambi et al., 2008; Leonel, 2010; Ribeiro et al.,
2013, que como o presente, atomizaram emulsdes, ou seja, o material ativo foi
misturado ao carreador lipidico em solucdo aquosa. Avaliando os resultados
influenciados pela Aw, impactando sobretudo na fungdo da microencapsulagao, nesse
caso, manutencao da estabilidade do AA, faz-se conveniente julgar se essas
adaptacbes da técnica ndo contrariam as vantagens associadas a ela. Antecipando as
conclusdes, neste trabalho verificou-se que a adaptacdo da técnica, atomizagdo de
emulsdo ao invés de suspensdo, ndo favoreceu, e sim, prejudicou o objetivo da
microencapsulacdao por ter elevado a Aw das particulas. Tendo esses resultados
motivado a realizacdo de um novo estudo envolvendo apenas o preparo de suspensao

(T5).

3.5 Comportamento térmico

Os termogramas obtidos por DSC foram reunidos na Figura 4. Para lecitina de soja e AA
nenhum pico foi verificado. A auséncia de pico deve-se ao fato que os pontos de fusao

destes ingredientes sdo superiores a 100°C, limite maximo da faixa estudada.

A gordura utilizada como carreador apresentou um pico de fusdo por volta de 43°C. Na
analise das microparticulas tal comportamento se repetiu, ou seja, foi verificado o
mesmo pico de fusdo, independente do tratamento, porém, para os tratamentos T1 a
T4, foi observado ligeiro estreitamento no pico, que pode ser atribuido a interacdo da
gordura com a lecitina. Pela semelhanca entre as amostras e a gordura com relacdo a
este pico, verifica-se que ndo houve interacdao da gordura com o material lipofilico, o
que levaria a depressdao do ponto de fusdo da gordura, e poderia acarretar alteracao

em seu comportamento polimérfico.
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Nos tratamentos que foram preparados a partir da emulsdo (T1-4) verificou-se a
presenca de um pico anterior ao da gordura, por volta de 0°C, o qual estd relacionado
com o processo de fusdao da agua. No tratamento 5, aquele proveniente do preparo de

suspensao, nao foi verificado tal pico, uma vez que ndo havia dgua na formulagao.

Ac Ascorbico
Lecitina
Gordura

o
SAs

-50 0 50 100
Temperature (°C)

Heat Flow (WW/g)

Figura 4. Termogramas dos ingredientes e microparticulas

T1: emulsdo 1:7, 5000 rpm; T2: emulsdo 1:10, 5000 rpm; T3 emulsdo 1:7, 10000 rpm;
T4: emulsdo 1:10, 10000 rpm; T5: suspensdo 1:10.
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3.6 Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier — FTIR

Analise espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier foi realizada
para detectar as possiveis modificagGes das propriedades fisico-quimicas do material
ativo e/ou identificar possiveis interagcdes entre o carreador e os componentes das
formulacbes. Os espectros obtidos dos ingredientes utilizados e das microparticulas
sdao apresentados na Figura 5. Como os espectros das microparticulas advindas de

emulsdo (T1-4) foram semelhantes, optou-se por apresentar apenas um.

Os espectros obtidos para os trés ingredientes puros foram similares aos relatados na
literatura. Para o AA os picos caracteristicos foram obtidos em 1021, 1109, 1310, 1650,
1750, 3400 e 3520 cm™. Os picos em 1109, 1310 e 1650 cm™ s3o atribuidos as ligacdes
de (C=0) e aos grupos (OH) presentes na molécula de vitamina C (DESAI e PARK, 2005).
Para a lecitina de soja os picos caracteristicos 1042, 2851 e 2919 cm™, sendo o
primeiro correspondente as ligagdes com compostos de fésforo (P-O) (SILVERSTEIN et
al., 2000). Por fim, os picos caracteristicos para gordura pura foram 1738, 2851 e 2919

cm?

, 0 primeiro com intensidade de banda moderada e os dois ultimos com
intensidade de banda forte, que estdo relacionados com a presenca de compostos
carbonilados, mais precisamente, aos acidos carboxilicos. Outro pico caracteristico na
gordura foi 1170 cm™ que esta relacionada com a presenca de ésteres (SILVERSTEIN et

al., 2000).

Nas microparticulas os espectros foram bem coerentes, em todos os tratamentos
apareceram picos caracteristicos do AA, gordura e lecitina de soja, esta ultima quando
presente. Essas caracteristicas similares confirmam que o material ativo estava
presente nas microparticulas, ou seja, ndo foi perdido no processo de encapsulacdo
empregado. O que ha de diferente entre os tratamentos é um pico de banda larga e
intensa que apareceu nas amostras provenientes dos tratamentos 1, 2, 3 e 4, e esteve

ausente no tratamento 5. Esse pico que apareceu nessas amostras proximo de 3350



71

cm™? estd relaciona com a deformacdo axial de (O-H), em ligacdo de hidrogénio
intermolecular indicando a presenca de dagua (SILVERSTEIN et al., 2000). Isso é
facilmente justificado, visto que nos tratamentos de 1 a 4, advindos de emulsdo ha
agua no sistema, diferente do tratamento 5 que, uma suspensdo de AA anidro e

gordura.

3.7 Avaliagao da estabilidade do acido ascorbico microencapsulado

A estabilidade do acido ascoérbico livre em solucdo é apresentada na Figura 6. A
influéncia da temperatura de estocagem na estabilidade do acido ascérbico é nitida.
Como esperado, quanto mais elevada a temperatura de estocagem, maior a
velocidade de degradacdo do acido. Com 15 dias de estocagem, 100% do AA estocado
a 37°C ja havia sido degradado. Quando a estocagem aconteceu a 24°C o 4cido
ascorbico se manteve a niveis abaixo de 30%, porém atingiu 15 dias de estocam.
Quando a estocagem aconteceu em baixa temperatura o AA atingiu 30 dias, mas em
niveis inferiores a 10%. Esses resultados sdo muito préximos aos relatados por autores
que estudaram a estabilidade o AA em solugdo aquosa, entre eles Comunian at el

(2013).

A estabilidade do acido ascdérbico microencapsulado é apresentada na Figura 7. A
temperatura de estocagem influenciou significativamente na estabilidade do AA
encapsulado. Os tratamento que envolveram o preparo de emulsdo se comportaram
de maneira semelhante. Embora pela analise de cor os tratamento que continham
maior concentracdo de acido ascérbico apresentaram maior alteracdo, o estudo de
estabilidade demostrou que a cinética de degradacdo nao apresentou diferencas. Ja o
tratamento que envolveu o preparo de suspensdo (T5) apresentou resultados de
estabilidade de AA distintos em todas temperaturas de estocagem. A manutencdo da

estabilidade foi muito maior, tal diferenca ja podia ser notada pela alteracao de cor,
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Figura 5. Espectros dos ingredientes e microparticulas. Onde T1: emulsdo 1:7, 5000
rom; T2: emulsdo 1:10, 5000 rpm; T3 emulsdo 1:7, 10000 rpm; T4: emulsdo 1:10,
10000 rpm; T5: suspensdo 1:10; T6: gordura pura; T7: gordura + lecitina de soja.
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esse foi o tratamento que menos teve sua coloragdo alterada. A presenca de agua no

sistema certamente é um fator determinante na explica¢dao desses resultados.

Figura 6 — Estabilidade do acido ascérbico em solugdo estocado a 7, 24 e 37°C e
avaliado por 30 dias.

Comparando os resultados com autores que encapsularam e avaliaram a estabilidade
do acido ascdrbico, entre eles aqueles que trabalharam com spray drying (TRINDADE e
GROSSO, 2000; PIERUCCI et al., 2006; RIGHETTO e NETTO, 2006; PEREIRA et al., 2009),
coacervacao complexa (COMUNIAN et al., 2013) e fluidized bed coating (KNEZEVIC et
al., 1998), a estabilidade proporcionada ao AA pelas microparticulas produzidas por
spray chilling preparadas a partir de emulsdo foi baixa, Ja as particulas produzidas a
partir de suspensdo apresentaram resultado satisfatério. A 7 e 24°C o acido ascdorbico
presente nessas particulas manteve estabilidade superior a 80% até 60 dias de
estocagem. A 37°C a estabilidade apds 60 dias foi mantida acima de 60%. Esses
resultados mostram que se houver aperfeicoamento no preparo dessas particulas,
melhorando sua eficiéncia de encapsulagdao, por exemplo, maiores valores de

estabilidade podem ser obtidos.
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Figura 7 — Estabilidade do 4cido ascérbico em solugdo estocado a 7°C (A), 24°C(B) e
37°C(C) e avaliada por 60 dias. Onde, T1: emulsdo 1:7, 5000 rpm; T2: emulsdo 1:10,
5000 rpm; T3 emulsdo 1:7, 10000 rpm; T4: emulsdo 1:10, 10000 rpm; T5: suspensao

1:10; T6: gordura pura; T7: gordura + lecitina de soja.
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Figura 8. Evolucdo da aparéncia dos tratamentos imediatamente apds o preparo (A) e
armazenados a 7°C (B), 24°C (C) e 37°C (D) apds 56 dias. Onde, T1: emulsdo 1:7, 5000
rom; T2: emulsdo 1:10, 5000 rpm; T3 emulsdo 1:7, 10000 rpm; T4: emulsdo 1:10,

10000 rpm; T5: suspensado 1:10; T6: gordura pura; T7: gordura + lecitina de soja.
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CONCLUSAO

Entre as varidveis testadas em relacdo aso tratamento o tipo de preparo (emulsdo ou
suspensao) foi o que e mais influenciou nas diferengas nas caracteristicas das
microparticulas como na estabilidade do acido ascérbico. A estabilidade do &acido
ascoérbico microencapsulado por spray chilling comparando com acido ascérbico livre
foi consideravelmente maior, porém, comparando com outras técnicas proporcionou
estabilidade menor quando as microparticulas foram produzidas a partir de emulsao.
Os resultados de estabilidade das microparticulas obtidos a partir de suspensao foram
satisfatorios, demonstrando que a técnica é uma alternativa promissora para
manutencdao da estabilidade do AA. Novos estudos devem ser realizados com o
objetivo de estudar a influéncia dos parametros de processo nas caracteristicas das

particulas e essas Ultimas na estabilidade do AA.
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CAPITULO IlI

DESENOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE MICROPARTICULAS LIPIDICAS SOLIDAS
CARREGADAS COM ACIDO ASCORBICO OBTIDAS POR SPRAY CONGEALING
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Resumo

O acido ascérbico é amplamente utilizando na industria de alimentos como um
antioxidante hidrossoluvel e para fortificar alimentos em razdao de sua fungdo
vitaminica. Embora seja um aditivo eficaz, sua baixa estabilidade frente a diversos
fatores ambientais leva a sua degradacdo durante o processamento e armazenamento
do produto. Neste trabalho, com o objetivo de melhorar estabilidade do acido
ascoérbico, empregou-se a tecnologia de microencapsulagdo. Foram produzidas
microparticulas lipidicas sdlidas através da técnica de spray congealing com
carregamento tedrico de acido ascérbico de 15, 25 e 40% (peso/peso). Oleo de palma
totalmente hidrogenado e glicerol monoestearato vegetal foram utilizados como
carreadores lipidicos. As microparticulas obtidas foram caracterizadas quanto ao
rendimento, morfologia (MEV), tamanho médio, distribuicdo de tamanho,
comportamento térmico (DSC) e eficiéncia de encapsulacdo. A estabilidade do AA
encapsulado armazenado em duas condicdes de temperatura, 22 e 37°C, foi
investigada por 56 dias. As microparticulas analisadas apresentaram formato esférico
com diferenca nas caracteristicas da superficie em funcdo do tipo de gordura utilizado.
O rendimento do processo foi superior 81% e a eficiéncia de encapsulagao variou entre
74 e 84%, tendo sido influenciada pela concentracdo de acido ascérbico presente na
formulag¢do. Em relagdo ao comportamento térmico, verificou-se que houve ligeira
reducdo do ponto de fusdo dos carreadores lipidicos na microparticula em comparacao
com a forma pura. A estabilidade do acido ascérbico encapsulado manteve-se em
niveis superiores a 75% para todos os tratamentos. O tipo de lipidio, concentracdo de
acido ascoérbico ou temperatura de estocagem ndo influenciaram na estabilidade do
material ativo. Pelos resultados obtidos conclui-se que a microencapsula¢ao por spray
congealing pode representar uma importante alternativa para garantir a estabilidade
do acido ascérbico mesmo em condicdes de temperatura de estocagem superiores as

usuais.
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Palavras chaves: spray chilling, spray cooling, microencapsula¢cdo, vitamina C,

estabilidade.

1 INTRODUCAO

O 4cido ascorbico é uma vitamina hidrossolivel amplamente distribuida na natureza,
encontrado principalmente em frutas citricas. Considerado como um carboidrato cujas
propriedades redutoras e de acidez sao dadas pela porgdo 2,3-enediol, apresenta
estdvel como um pd, mas altamente instdvel quando em solucdo, podendo ser afetado
por fatores ambientais como altas temperatura, pH alcalino, oxigénio, ions metdlicos,

UV e raios-x (UDDIN et al., 2001).

Este ingrediente é adicionado extensivamente em varios tipos de produtos
alimenticios para dois propdsitos muito distintos, como um suplemento vitaminico
para reforcar a ingestdo dietética de vitamina C, e como um antioxidante, para
proteger a qualidade sensorial e nutricional do alimento em si (KIRBY et al., 1991).
Como antioxidante no alimento o acido ascérbico atua como um removedor de
oxigénio e sinergista na regeneracdo de antioxidantes primdrios como a vitamina E.
Enquanto vitamina, esta envolvido em diversas func¢des vitais no organismo humano.
Atua na sintese de proteica, nos funcionamento dos sistemas imunolégico e nervoso,
na cicatrizacdo de feridas e o um dos principais antioxidantes naturais do organismo

(CERQUEIRA et al., 2007).

Devido suas func¢des tanto no alimento quanto na saude, o acido ascérbico representa
uma excelente alternativa em substituicdo aos antioxidantes sintéticos utilizados em
alimentos que ndo oferecem nenhum benéfico adicional a saude do consumidor. Além
disso, é particularmente interessante em relacdo a tendéncia mundial que estimula as

pesquisas que visam substituir os aditivos convencionais por substdncias que garantam
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ndo apenas a estabilidade e qualidade do alimento, mas que sejam seguras para o
consumo. Todavia, a adi¢cdo de acido ascorbico em determinados alimentos é limitada,
nao so pela sua instabilidade em solugdo, mas também pela sua alta reatividade o que
pode conferir alteracGes de cor e sabor ao alimento ao interagir com outros
componentes da matriz alimenticia (UDDIN et al., 2001). Uma alternativa para
contornar essa limitacdao, aumentando a estabilidade do acido ascorbico e reduzindo a
possibilidade de reagdes indesejaveis com outros componentes é a utilizagdo da

microencapsulacao.

Em seu conceito classico, a microencapsulacdo é considerada um processo de
formacao de particulas onde um ingrediente ativo é recoberto por uma fina camada de
outro material, o que proporciona ao ingrediente protecdo, liberacdo controlada e
conveniéncia (HEGENBART, 1993). A microencapsulacdo é aplicdvel a materiais sélidos,
liguidos ou gasosos. O material obtido do processo pode ser denominado de
microcapsulas ou microparticulas, dependendo da distribuicdo do material ativo no
agente encapsulante apds encapsulagdo (SPARKS, 1981). Entre os objetivos da
microencapsulacdo encontra-se registrados na literatura, reducdo da reatividade do
material ativo com o ambiente, diminuicdo da velocidade de evaporacdao ou de
transferéncia do material ativo para o meio, facilitagdo da manipulagao do material
encapsulado, promocgdo de liberagdo controlada, mascaramento de sabor e/ou odor
desagradaveis e protecdo ao material ativo contra condicdes ambientais adversas,

como na presenca de luz, oxigénio e pH extremos (SHAHIDI e HAN, 1993).

Varios métodos tém sido utilizados para promover a microencapsulagdo nas mais
variadas dareas da industria. Sendo que a selecdo do método é dependente da
aplicacdo que sera dada a microcdpsula, do tamanho desejado, do mecanismo de
liberacdo e das propriedades fisico-quimicas, tanto do material ativo, quanto do
agente encapsulante (JACKSON e LEE, 1991). Os métodos podem ser agrupados em
fisicos (spray drying, spray congealing, leito fluidizado, liofilizacdo etc.), quimicos

(polimerizacdo interfacial, polimerizagcdo in situ, inclusdo molecular etc.) e fisico-
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quimicos (coacervacdo complexa, lipossomas, evaporacdo do solvente etc.) (FAVARO-

TRINDADE, PINHO e ROCHA, 2008).

Para este trabalho foi adotada a técnica de spray congealing para a encapsulagdo do
AA, por se tratar de uma técnica de encapsula¢do ainda pouco explorada na area de
alimentos que pode contornar as limitagdes e desvantagens de outras técnicas de
encapsulacdo. Esta técnica tem como sinGnimos os termos spray chilling e spray
colling, todavia, neste capitulo foi adotado o termo spray congealing porque é desta
forma que o grupo coordenado pelas Profas. Dras. Beatrice Albertini e Nadia Passerini,

da Universidade de Bolonha, onde o trabalho foi realizado, denomina o método.

Trata-se de um processo fisico para obtencdo de microparticulas lipidicas solidas (MLS)
que dispensa o uso de altas temperaturas, agua ou solventes organicos, excluindo
assim, a necessidade de eliminagao de solventes residuais, o que é positivo do ponto
de vista ambiental (OKURO et al., 2013). A técnica consiste da atomizacdo de uma
mistura, solugdo ou suspensdao de material ativo e carreador fundido, dentro de um
ambiente mantido a temperatura abaixo do ponto de fusdo do carreador. A
atomizacdo produz goticulas que se solidificam rapidamente ao entrar em contato com

o ar frio ou N formando as microparticulas (KILLEEN, 1996).

A técnica de spray congealing representa uma importante alternativa para
encapsulacdo do AA. Além de ndo utilizar altas temperaturas que podem degradar a
vitamina, nao ha utilizacdao de agua, a qual reduz drasticamente a estabilidade do AA,
acelerando sua degradacdo. Embora seja uma técnica promissora para encapsulacdo
de AA, nao foi encontrado na literatura trabalho com tal propdsito. Assim, esse estudo
objetivou produzir e caracterizar microparticulas lipidicas carregadas com AA pela

técnica de spray congealing e avaliar a estabilidade do acido ascdrbico encapsulado.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Acido ascérbico, cloroférmio, sulfato de cobre anidro, cloreto de amdnio, hidréxido de
amoénio concentrado e Tween 80 foram comprados da Sigma-Aldrich (Schnelldorf,
Alemanha). Glicerol monoestearato vegetal 90 (Prabo SRL, Spino d’Adda, Italia) (Ponto
de fusdo: 79,51°C) e 6leo de palma totalmente hidrogenado (Polichimica, Bologna,
Italia) (Ponto de fusdo: 64,02°C) foram utilizados como carreadores na producdo de
microparticulas lipidicas sdlidas carregadas com AA. Todos esses reagentes

apresentavam grau analitico.

2.2 Métodos

2.2.1 Produgao das microparticulas lipidicas sélidas carregadas com acido ascorbico

As microparticulas lipidicas solidas com carregamento tedrico de 15, 25 e 40%
(peso/peso) de AA foram produzidas utilizando um aparato de spray congealing
equipado com atomizador duplo fluido (Figura 1), o qual foi detalhadamente descrito

por Albertini et al. (2008).

Inicialmente, o carreador lipidico foi fundido a temperatura de 10°C acima do seu
ponto de fusdo (72°C para glicerol monoestearato vegetal e 61°C para 6leo de palma
totalmente hidrogenado), previamente definido através de analise de calorimetria
diferencial de varredura (DSC). O AA foi suavemente moido para se tornar um pé fino

(inferior a 100 um) utilizando um pistilo e um pildo de porcelana (Figura 2), sendo em
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seguida adicionado ao carreador fundido, mantendo a mistura sob aquecimento e

agitacdo com uma barra magnética a fim de obter-se uma suspensao (Figura 3).

Figura 1 — (A e B) Bico de atomizacdo duplo fluido utilizado para producdo de

microparticulas lipidicas sdlidas pela técnica de spray congealing.

Figura 2 — (A) Acido ascérbico em pildo de porcelana para maceracdo; (B) Acido
ascorbico macerado sendo peneirado utilizando peneira de 100 um para obtencdo de

um po fino.
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Figura 3 — (A) Lipidio puro fundindo; (B) Lipidio puro fundido; (C) Suspensao de lipidio e

AA aquecida sendo agitada para posterior atomizacao.

A atomizacao da suspensdo fundida foi realizada sob pressdao de 4 bar e temperatura
do bico a 100°C. A solidificacdo das goticulas provenientes da atomizacdo ocorreu
dentro de uma camara plastica mantida a temperatura ambiente (+13°C) de onde as
microparticulas obtidas foram coletadas (Figura 4). Por fim, as microparticulas foram
acondicionadas em frascos de vidro ambar devidamente fechados e armazenados a 22

e 37°C para posteriores analises (Figura 6).

Figura 4 — (A) Camara de atomizacdo montada e bico de atomizagao posicionado para
iniciar o processo; (B) Particulas sendo coletadas com auxilio de um pincel apds o

termino da atomizacdo; (C) Particulas coletadas com auxilio de uma folha de papel.
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Figura 5 — Verificagcdo da presenca e remogao de sujidades nas microparticulas lipidicas

sélidas carregadas com AA obtidas por spray congealing.

Figura 6 — Microparticulas acondicionadas em frasco de vidro ambar adequadamente

tampado e identificado.



Tabela 1.

Composicao das formulagdes utilizadas para producado das MLS carregadas com AA

Formulagao Composicao (% peso/peso)

Carreador Acido Ascérbico

Oleo de palma hidrogenado

OP15 85
OP25 75
OP40 60

Glicerol monoestearato vegetal 90

GMV15 85
GMV25 75
GMV40 60

2.2.2 Caracterizagao das microparticulas

2.2.2.1 Rendimento de processo

15
25
40

15
25
40
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O rendimento do produto foi determinado dividindo a quantidade obtida de

microparticulas pelo valor resultante da soma do acido ascérbico e carreador utilizados

no preparo da suspensdao. O valor do rendimento de processo foi expresso em

porcentagem conforme a Equacao I.

Quantidade de microparticulas obtidas (g)

Rendi £ = 100
endimento (%) Quantidade de carreador(g) + Quantidade de A4 (g)

2.2.2.2 Eficiéncia de encapsulagdo

Egquacio ]

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) foi determinada pela diferenca entre a quantidade

de AA total e a quantidade de AA presente na superficie das microparticulas conforme
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descrito por Comunian et al. (2013). Para extracdao do AA das microparticulas lipidicas
adotou-se o método proposto por Maschike et al. (2007), com algumas modificacGes.
A lavagem das microparticulas para determina¢dao do acido ascorbico superficial foi
realizada como descrito por Leonel et al., (2010), com adaptac¢des. Para quantificacdo
do AA, tanto total como superficial, foi usado o método espectrofotométrico
desenvolvido por Farajzadeh e Nagizadeh (2003). Esse método é baseado na reacdo
entre o acido ascérbico e o complexo de cobre(ll)-amonia. Durante a reagdo o acido
ascorbico é oxidado e o complexo de cobre(ll)-aménia reduzido para o complexo de
cobre(l)-amonia, ocorrendo decréscimo da absorbancia a 600 nm, o que permite
quantificar a concentracao de 4cido ascérbico na amostra a partir da construcdo de
uma curva padrdo. O cdlculo da eficiéncia de encapsulacdo foi realizado conforme a
Equacao Il.

I[,.fj,.fj total — "q"qsur.l erficial }
qumrci

Eficiéncia de encapsulagio (%) = x 100 Equacdo I

2.2.2.3 Tamanho de particula

O analisador de particulas por difracdo a laser Shimadzu SALD-201V (Shimadzu,
Téquio, Japdo) foi utilizado para determinacdo do tamanho de particula e distribuicao
de tamanho. As microparticulas foram suspensas em solugdo aquosa de Tween 80 (1%

peso/peso) e estabilizadas por 5 minutos antes da analise para evitar aglomeracao.

2.2.2.4 Andlise morfoldgica

A analise morfoldgica foi realizada por meio de microscopia eletrénica de varredura
(MEV). As amostras foram fixadas no suporte de amostras com fita de dupla face
adesiva, revestida por borrifamento com Au/Pd sob atmosfera de argénio através de

um evaporador de alto vacuo (Edwards, Crawley/Reino Unido) e examinadas por meio
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de um microscoépio eletronico de varredura, modelo JEOL JSM- 6500F (Welwyn Garden

City/Reino Unido), em 5 kV de tensao de aceleragdo.

2.2.2.5 Analise térmica

Para realizagdo da analise de calorimetria diferencial de varredura foi utilizado o
analisador térmico Perkin-ElImer DSC 6 (Perkin-Elmer, Beaconsfield, UK). Cerca de 10
mg de amostra foi acondicionada em cdpsula de aluminio e aquecida a 10°C/min, entre
25 e 240 °C sob atmosfera inerte (25 mL/min de N3). Uma cdpsula vazia foi utilizada
como referéncia e o nitrogénio liquido para a refrigeracdo da amostra antes de cada
corrida. As microparticulas foram analisadas apds a producdo e apds 56 dias de
estocagem. Cada andlise foi realizada em duplicata. Para comparacdo, os carreadores

lipidicos e o AA puros também foram analisados.

2.2.3 Estudo da estabilidade do acido ascérbico encapsulado

A estabilidade do AA microencapsulado foi avaliada durante 56 dias em intervalos de 7
dias com as amostradas estocadas a temperatura de 24+1 °C e 371 °C. Para extrac¢do
do AA das microparticulas lipidicas foi utilizado o método descrito por Maschike et al.
(2007) com algumas modifica¢Oes. J& a determinacdo do contetdo de AA foi realizada
pelo método desenvolvido por Farajzadeh e Nagizadeh (2003). As andlises foram

realizadas em triplicata.

2.4 Analise estatistica

As anadlises estatisticas foram realizadas por um design completamente randomizado e

o processo foi repetido por duas vezes. Os dados obtidos foram analisados
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estatisticamente por analise de varidncia (ANOVA) e teste de Tukey usando a versdo
9.1.3 do programa estatistico SAS - Statistical Analysis System (SAS, 1995). Os

resultados foram considerados estatisticamente significativos quando a < 0.05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao das microparticulas

3.1.1 Rendimento de processo

Na Tabela 2 foram apresentados os resultados obtidos para rendimento, eficiéncia de
encapsulagdo (EE) e diametro médio de volume (DMV) das microparticulas lipidicas

sélidas carregadas com AA produzidas por spray congealing.

Alto rendimento de processo é uma das principais vantagens associadas a técnica de
spray congealing. Os valores relatados na literatura geralmente superam 75%
(MASCHKE et al., 2007; ILIC et al., 2009; PASSERINI et al., 2012) e sofrem varia¢des em
funcdo de parametros do processo como a pressao de atomizagdo e temperatura do
bico de atomizacao, propriedades do carreador lipidico e material ativo (MASCHKE et
al., 2007) e design do equipamento utilizado para producdo das particulas. Neste
trabalho, como apresentado na Tabela 2, os valores de rendimento observados
corroboraram com os da literatura, pois foram superiores a 81% para todas as

formulacgGes, variando entre 81,4 e 84,4%.

Dois fatores podem ter influenciado na subtracdo do rendimento final: i) uma pequena
quantidade da alimentacdo (mistura de lipidio e material ativo) pode ter permanecido

aderida no recipiente e/ou barra magnética utilizados para o preparo da suspens3o,



95

bem como no bico de atomizacdo; ii) durante a nebulizacdo, particulas muito

pequenas permanecem suspensas no ar e ndo sao contabilizadas na determinacdo da

massa de particulas obtidas, dado este, que compde o cdlculo do rendimento do

processo. De acordo com Maschke et al. (2007), a segunda possibilidade para reducao

do rendimento pode ser evitada fazendo-se ajustes nos valores de pressdo de

atomizacdo, que propiciariam aumentar consideravelmente o tamanho médio das

particulas, consequentemente evitando-se ou reduzindo-se a perda de microparticulas

muito pequenas que permanecem suspensas no ar e ndo entram efetivamente na

camara de atomizacdo. Porém, particulas grandes podem ser notadas na boca, o que

afetaria a textura dos alimentos, desta forma, dependendo da aplicacao que sera dada

a particula, aumentar seu tamanho ndo é uma boa alternativa.

Tabela 2.
Rendimento, acido ascorbico superficial, eficiéncia de encapsulagéo (EE) e didmetro médio de volume (DMV) das

microparticulas lipidicas sdlidas carregadas com AA produzidas por spray congealing

Formulacao Rendimento (%) AA superficial (%) EE (%)* VMD (um)
OP15 82,142,3 25,34 + 3,30 74,6613,30 146,7414,01
0P25 81,4+1,4 19,76 + 0,95 80,24+0,95 158,28+5,14
OP40 84.443,6 18,73+ 0,93 81,27+0,93 167,21+1,40

GMV15 81,642,2 22,87 +1,32 77,13+1,32 89,24+2,95
GMV25 84,243,9 20,44 +£0,23 79,5610,23 96,15+2,77
GMV40 83,0+1,4 15,50+ 0,43 84,5+0,43 102,21+3,14

3.1.2 Eficiéncia de encapsulagao

Os resultados de eficiéncia de encapsulacdo sdo apresentados na Tabela 2. Constatou-

se que os valores encontrados tiveram relacdo com o tamanho de particula e com a

concentracdo de AA presente na formulacdo independentemente do tipo de lipidio
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utilizado. Quanto maior a concentracdao de material ativo e menor o tamanho das
particulas, menor foi o valor de eficiéncia encapsulacdo encontrado. Esses resultados
podem ser justificados pelo tipo de particula produzida pela técnica de spray
congealing, particulas do tipo matriz, as quais, diferentemente das microcapsulas que
representam o tipo reservatdrio, o material ativo estda disperso no carreador
solidificado, ou seja, presente em todo o volume da particula e ndo apenas em seu
centro (OKURO et al., 2013). Quanto menor a particula, maior é sua area superficial,

consequentemente, maior a possibilidade de presenca de material ativo na superficie.

Ndo ha consenso na literatura em relacdo a definicido do termo “eficiéncia de
encapsulacdo”, o que gera, como consequéncia, resultados determinados por
diferentes equacbes e métodos, dificultando as comparacdes. Neste trabalho
considerou-se como EE a diferenca entre o conteddo de AA total presente nas
microparticulas e o conteddo de AA presente ou adsorvido na superficie das
microparticulas. A proposta é avaliar a quantidade de material ativo efetivamente
encapsulada e a quantidade de material ativo que ficou retida na superficie das
particulas desprovido da funcdo desejada com a encapsulacdo, neste caso, protecao
do acido ascdrbico. Leonel et al. (2010) que utilizaram metodologia semelhante para
determinar a EE na producdo de microparticulas lipidicas sélidas carregadas glicose em
solucdo por spray chilling, relataram que a quantidade de material ativo efetivamente
encapsulado variou entre 78,3 e 97,8%. Segundo esses autores, quanto maior a
concentrac¢do de glicose na solu¢dao, menor foram os valores de EE encontrados. Fato
este que também foi observado no presente trabalho. No entanto, diferentemente do
qgue foi encontrado para as microparticulas carregadas com AA, Chambi et al. (2008)
relataram que o tamanho de particula nao influenciou nos valores de eficiéncia de

encapsulacao.

Como objetivo da encapsulacdo do AA foi a manutencdo da sua estabilidade, se faz
necessaria especial atencdo quanto ao valor de eficiéncia de encapsulacdo na

interpretacdo dos resultados da curva de estabilidade. Se as microparticulas
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apresentam elevada quantidade de material ativo na superficie, ou seja, desprovido de
protecdo, espera-se que os valores de degradacdo nos pontos iniciais do estudo de
estabilidade sejam mais acentuados, podendo ser verificada em seguida uma redugao
da cinética de degradacdo. Alto valor de material ativo na superficie deve motivar uma
reavaliagdo dos parametros de processo utilizados, concentracdao de material ativo e

tipo de carreador.

3.1.3 Tamanho de particula

As amostras apresentaram particulas polidispersas (com tamanhos muito variados) e
distribuicdo unimodal. Os valores médios de didmetro (Tabela 2) corroborados pela
distribuicdo do tamanho de particulas representada na Figura 7, demonstram que a
concentracdo de AA presente na formulagao e o tipo de lipidio utilizado influenciaram
no tamanho da particula. Tal comportamento pode ser correlacionado pela influéncia
da viscosidade da suspensdao atomizada no tamanho de particula como sugerido por
Maschke et al. (2007) e Albertini et al (2008). A concentracdo de AA interferindo no
aumento da viscosidade da suspensao foi verificada em todos os tratamentos,
independentemente do lipidio utilizado, o que ocasionou aumento do aumento do
tamanho de particula. Resultados semelhantes foram relatados por diversos autores
que trabalharam a técnica de spray congealing, entre eles Maschke et al. (2007) que
microencapsularam insulina humana e Di Sabatino et al (2012) que microencapsularam
albumina de soro bovino. Além disso, microparticulas preparadas com glicerol
monoestearato vegetal foram significativamente menores em comparag¢ao aquelas
preparadas com O6leo de palma hidrogenado. Deve-se considerar que glicerol
monoestearato vegetal apresenta ponto de fusdo que supera uma diferenca de 15°C
em relacdo ao 6leo de palma hidrogenado. Enquanto o ponto de fusdao constatado do
primeiro foi de 79°C, do segundo foi de 64°C. A influéncia que a temperatura exerce na
viscosidade do fluido, consequentemente, no tamanho de particula, pode ser a
justificativa para tal diferenca entre particulas produzidas com odleo de palma

hidrogenado e glicerol monoestearato vegetal.



98

Figura 7 — Distribuicdao de tamanho das particulas lipidicas soélidas carregadas com AA.

3.1.4 Andlise morfoldgica

As micrografias obtidas por microscopia eletronica de varredura das microparticulas e
do AA foram reunidas na Figura 8. O AA apresentou-se como cristais quebrados
resultado da macerac¢do e peneiramento com peneira de 100 um. As microparticulas
apresentaram formato esférico, caracteristica tipica de microparticulas preparadas por
spray congealing (DI SABATINO et al., 2012; GAVORY et al., 2013; ALVIM et al., 2013;
OKURO et al., 2013). Como oportuno, Oliveira et al. (2008) que microencapsulou
bactérias probidticas e fez relato da constatacdo de microparticulas com formato
esférico, bem ressaltou que tal formato facilita o fluxo de material, embora o formato
ndo seja o unico fator que determina a capacidade de fluidez. Além de esféricas, as
particulas devem ser densas, caracteristica esperada por particulas obtidas por spray
congealing, onde ndo ha evaporacdo de solvente, diferente das particulas produzidas
por spray drying, por exemplo, que podem apresentar interior oco, em virtude da

evaporacao do solvente.
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Figura 8 — Micrografias eletronicas do AA anidro e das microparticulas lipidicas sélidas

carregadas com AA.
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Em relagdo a superficie, as microparticulas apresentaram diferencas em fung¢do do tipo
de lipidio e da concentracdo de AA. Nas microparticulas produzidas com glicerol
monoestearato vegetal, verificou-se superficie lisa e sem rachaduras. A concentragao
de AA ndo influenciou no aspecto morfoldgico das particulas. Ja aquelas produzidas
com é6leo de palma hidrogenado apresentaram superficie dspera/rugosa, sendo tal
caracteristica atenuada pelo aumento da concentracdo de material ativo, ou seja,
microparticulas com carregamento tedrico de com 40% de AA mostraram-se menos
asperas/rugosas do que microparticulas com carregamento tedrico de 15 e 25%. Tal
caracteristica pode ser atribuida ao fato de 6leo de palma hidrogenado ser uma
gordura heterogénea, composta por diferentes triacilgliceréis, que produzem cristais
de diferentes tamanhos. Maschke et al. (2007) que também utilizaram a técnica de
spray congealing para encapsular insulina humana em tripalmitato de glicerol, um
glicerideo encontrado no dleo de palma, relataram caracteristicas semelhantes em
relacdo a superficie das microparticulas. Assim como nos resultados encontrados neste
trabalho, esses autores verificaram que o aumento da quantidade de material ativo,

no caso a insulina, reduziu a rugosidade/aspereza consideravelmente.

3.1.5 Analise térmica

O comportamento térmico dos ingredientes puros e das microparticulas recém
preparadas é apresentado nas Figuras 9 e 10. Ndo houve alteracdo no comportamento
térmico apds 56 dias de estocam, motivo pelo qual estdo sendo apresentados apenas
graficos das microparticulas recém preparadas. Essa andlise foi realizada com intuito
de detectar possiveis alteragdes das propriedades fisico-quimicas do material ativo
e/ou carreador lipidico e possiveis interagdes entre ambos. Inicialmente, ao avaliar os
ingredientes puros, verificou-se que os pontos de fusdo assemelham-se aos valores
informados pelos fabricantes dos respectivos produtos, tendo sido observadas

pequenas variacoes de +3°C.
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Interacdes semelhantes como resultado da interacdo carreador/material ativo foram

relatadas por diversos autores que trabalharam com spray congealing para encapsular

diferentes ingredientes utilizando diferentes carreadores. Albertini et al. (2009), por
exemplo, microencapsulando nitrato de econazol, um farmaco antifingico, em
poloxameros, também verificou reducdo do ponto de fusdo do carreador lipidico na

microparticulas.

Os resultados de DSC sdo importantes, pois como a solidificacdao do material fundido é
muito rapida, uma possivel consequéncia é ocorréncia de modificacdes do estado
sélido do carreador lipidico e/ou do bioativo, por exemplo, a transformacdo da forma
cristalina original num polimorfo diferente ou um estado amorfo (PASSERINI et al.,
2003). Sendo a maior desvantagem disto, a possibilidade de expulsdo do material ativo
(LEONEL et al., 2010). Neste trabalho, pelos termogramas obtidos ndo se verificou
alteragGes que pudessem sugerir alteracdes anormais do comportamento térmico,
como por exemplo, aparecimento de outros picos, tal como relatado por Maschke et

al. (2007) que encapsularam insulina utilizando tripalmitato de glicerol.

Alteracdes de comportamento térmico também nao foram verificadas quando
estabelecida comparacdo entre as microparticulas com 56 dias de estocagem e aquelas
recém-preparadas. A temperatura de estocagem, 22 ou 37°C, também nao foi capaz de
provocar alteragdes no comportamento térmico do carreador e/ou AA presente nas
particulas, tal resultado permite inferir que as particulas sdao fisicamente estaveis a

temperatura ambiente e também em temperatura abusiva.



102

Figura 9 — Termograma do acido ascorbico e das microparticulas preparadas com dleo de palma hidrogenado em 3 concentragdes de AA (15,
25 e 40%).
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Figura 10 — Termograma do acido ascdrbico e das microparticulas preparadas com glicerol monoestearato vegetal em 3 concentracdes de AA
(15, 25 e 40%)
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3.2 Estudo da estabilidade do acido ascorbico encapsulado

Na Figura 11 s3ao apresentados os estudos de estabilidade do AA encapsulados. Em
analise geral contatou-se que no minimo 70% do AA em comparacao a determinacdo
inicial (tempo zero) foi mantido estavel apds 56 dias de estocagem. Para as
microparticulas preparadas com 6leo de palma nao foi verificada diferenga estatistica
entre os valores de estabilidade em fungdo da temperatura de estocagem das
microparticulas. As microparticulas com carregamento tedrico de 15% de AA
apresentaram maior de estabilidade, seguidas pelas particulas com carregamento de
25 e 40%. Tal comportamento foi verificado independente da temperatura de
estocagem. Em suma, o aumento da degradacdo de AA foi influenciado pela
concentragdo de AA presente nas particulas, quanto maior essa concentragdao, menor
foi a concentracdo de AA remanescente. Ao contrdrio do que se esperava,
considerando a influéncia da temperatura na velocidade das rea¢des, a estocagem das

particulas a 37°C nao provocou maior degradagao do AA.

Para microparticulas preparadas com glicerol monoestearato vegetal os resultados de
estabilidade das particulas estocadas a 37°C ndao apresentaram diferenca significativa
em funcdo da concentracdo de AA. Apds 56 dias de estocagem, ndo foi constatada
alteracdo de cor visivel ou aglomeragao de particulas, como verificado em estudos
anteriores, ainda ndo publicados. Resultado favoravel, visto que a alteracdo de cor esta

relacionada com a degradacdo do AA.

Wechtersbach et al. (2013) avaliaram a estabilidade do 4acido ascérbico
microencapsulado em lipossomas em sistema modelo e em matriz alimenticia variando
o pH do meio. Em sistema modelo com menos de 35 dias todo AA ja havia sido
consumido em todas as condices de pH testadas. Na matriz alimenticia, suco de maca
e leite fermentando, especificamente, ja com 20 das foi verificado um consideravel

decrescimento na estabilidade do acido. Rozman et al. (2007) encapsularam o acido
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ascorbico através de microemulsdes Agua/Oleo e verificaram estabilidade de apenas

60% durante 30 dias de estocagem das amostras a temperatura ambiente.

Lee et al. (2004) que encapsulou o AA em emulsdo dupla dgua em dleo em agua e
Comunian et al. (2013) que utilizaram a técnica de coacerva¢do encontraram altos
valores de estabilidade. Lee et al, relataram valores que superam 80% de retencao
apo6s 10 semana. Comunian et al., obtiveram valores superiores a 73% de estabilidade
durante 60 dias de estocagem. Embora esses resultados sejam satisfatérios, as
técnicas utilizadas pelos autores apresentam como desvantagem em relagdo a técnica
de spray congealing, a limitacdo da quantidade a material ativo encapsulado.
Extrapolando esses resultados para aplicagdo em uma matriz alimenticia, a quantidade
de material a ser adicionado é muito alta para que se obtenha considerdvel
quantidade de AA. Dependendo da matriz, o material utilizado para encapsulagao

pode causar interferéncia na qualidade do produto final.

Outra técnica que ja foi utilizada por diversos autores para microencapsulacdo do AA é
spray drying (TRINDADE e GROSSO, 2000; UDDIN et al., 2001; ESPOSITO et al., 2002;
DESAI e PARK, 2005; PIERUCCI et al., 2006; RIGHETTO e NETTO, 2006). Em geral esses
autores relatam a obtencdo de elevados valores de estabilidade. Entretanto, spray
drying é uma técnica onde ha o emprego de elevadas temperaturas e o AA encontra-se
solubilizado em algum solvente antes da atomizagao. Embora esses autores relatem
satisfatdrios valores de estabilidade, ndo sao feitos estudos para avaliar a estabilidade
do AA frente ao processo de microencapsulacdo, em geral, estabelece que o valor
obtido apds a encapsulagdao é considerado como 100% para efeito de avaliagao da
estabilidade durante estocagem. Wijaya et al. (2011), por exemplo, relatam valores de
estabilidade que superam 90% com periodo de estocagem de 6 meses com as

amostras estocadas a 48°C.
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Os resultados de estabilidade do acido ascorbico microencapsulado por spray
congealing foram satisfatérios considerando a quantidade tedrica de acido ascérbico
presente nas microparticulas, o tempo e temperatura de estocagem. Como a técnica é
rapida, ndo utiliza altas temperaturas e solventes, como spray drying, por exemplo, a

possibilidade de degradacao do AA é consideravelmente reduzida.

CONCLUSAO

A técnica de spray congealing mostrou-se uma alternativa promissora para
encapsulacdo do AA e manutencao de sua estabilidade em niveis satisfatérios. Por ser
uma técnica que exclui a necessidade de utilizacdo de solventes organicos e apresenta
baixo custo, pode ser considerada alternativa viavel para industria de alimentos, ndo
somente para aplicacgdo do AA como aditivo alimentar, mas também como um
componente de suplementacdo dietética. Em estudos futuros faz-se necessdrio avaliar
a aplicacdo das microparticulas lipidicas solidas carregadas com AA em alguma matriz

alimenticia, visando avaliar tanto a estabilidade do AA, como a sua liberacao.
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Figura 11 — Gréficos de estabilidade do acido ascérbico encapsulado ao longo de 56 dias. (A e B) microparticulas produzidas com éleo de palma

armazenadas a 22 e 37°C; (C e D) microparticulas produzidas com llicerol monoestearato vegetal armazenadas a 22 e 37°C.
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CAPITULO IV

APLICACAO DE MICROPARTICULAS LIPiDICAS SOLIDAS CARREGADAS COM ACIDO
ASCORBICO EM SALSICHA DE CARNE DE FRANGO
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Resumo

O desenvolvimento de produtos carneos que atenda a demando do consumidor por
produtos mais sauddveis ainda representa um desafio para industria. Diversas
estratégias tém sido utilizadas para atender tal objetivo, entre elas, alteracdes nas
formulagGes com reducdo e/ou substituicdo de gorduras e aditivos artificiais e
incorporacao de compostos bioativos capazes de proporcionar beneficios a saude do
consumidor. Neste trabalho, avaliou-se o efeito da adicdo de acido ascérbico em
salsichas preparadas com carne de frango, com objetivo de substituicdo do
antioxidante artificial (eritorbato de sddio) e suplementacdo dietética de vitamina C.
Trés formulagdes foram testadas, as quais variaram em funcdo da presenca ou
auséncia do 4cido ascérbico e sua forma de adicdo, livre ou encapsulado em
microparticulas lipidicas. As salsichas elaboradas foram submetidas as analises de pH,
atividade de agua, umidade, andlise do perfil de textura e estabilidade oxidativa
durante 42 dias de estocagem refrigerada a 4°C. Andlise de aceitacdo sensorial
também foi realizada 5 dias ap6s o preparo das salsichas. Os resultados mostraram
gue a adicao de acido ascdrbico livre ou encapsulado ndo provocou alteragdes nos
valores de atividade de dgua e umidade em relacdo a salsicha com auséncia do 4acido,
embora o pH tenha sido afetado. O perfil de textura e a cor instrumental nao
apresentaram diferencas entre os tratamentos e nem em funcdo do tempo de
estocagem. A estabilidade oxidativa dos tratamentos, como esperado, apresentou
diferenca. No tratamento em que nao houve adicdo de acido ascorbico contatou-se
acentuada oxidacdo. No entanto, ndo verificou-se diferenca na estabilidade oxidativa
em func¢do da forma em que o acido ascérbico foi adicionado, livre ou encapsulado. Os
tratamentos acrescidos de AA ndo oxidaram durante a estocagem, indicando que o AA,
independente da forma como foi adicionado, exerceu sua funcdo antioxidante. A
analise sensorial apresentou resultado satisfatério demonstrando que a adicdo de

acido ascorbico ndao provocou alteracdes perceptiveis em relacdo a nenhum atributo
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avaliado. Concluiu-se que a adicdo de acido ascorbico representa uma alternativa
satisfatoria para agregar “saudabilidade” a salsicha sem comprometer as
caracteristicas tecnoldgicas do produto, sendo a forma de adi¢do do acido ascorbico,
livre ou encapsulado, indiferente para tal finalidade, embora a encapsulacdo possa

garantir maior estabilidade para o aditivo durante sua estocagem e aplicacdo.

Palavras chave: salsicha de frango, antioxidante, vitamina C, suplementacao.

1 INTRODUCAO

O aumento da incidéncia das doencas cronicas ndo transmissiveis correlacionadas com
o estilo de vida do homem contemporaneo e o aumento dos custos médico-
hospitalares tém obrigado a sociedade rever seus habitos de vida. A alimentacdo,
embora ndo seja o Unico fator capaz de comprometer o estado de saude, é sem duvida

um dos mais importantes (JIMENEZ-COLMENER, et al., 2001).

Com a crescente conscientizacdo do impacto direto da alimentacdo no surgimento ou
agravo de doencgas, uma série de novos comportamentos por parte do consumidor ja
pode ser constatada (OLMEDILLA-ALONSO et al.,, 2013). Os consumidores estdo
buscando por alimentos que além de serem seguros, nutritivos, praticos e agradaveis
ao paladar, também sejam capazes de promover bem-estar e prevenir doencas. Para
atender essa demanda vdrias estratégias tém sido adotadas pela industria de
alimentos, entre elas a reducdo e/ou exclusdo de conservantes e corantes artificiais,
reducdo da concentracdo de sddio, substituicdo de ingredientes em que a alta ingestao
pode estar associada com o surgimento de patologias, e a incorporacao de compostos
bioativos naturais capazes de promover beneficios fisiolégicos a saude do consumidor.

Essa ultima estratégia em especial, tem apresentado um elevado crescimento, e os



116

alimentos que contém esses compostos bioativos sdo chamados de alimentos

funcionais (KHAN et al., 2011).

O desenvolvimento de alimentos funcionais tem crescido em todos os setores da
industria de alimentos, em especial em produtos lacteos e cereais com a incorporagao
de fibras, vitaminas antioxidantes, acidos graxos funcionais e bactérias probidticas. Em
consequéncia da boa aceitacdao destes produtos no mercado, os pesquisadores tém
multiplicado esforgos para superar as dificuldades nos desenvolvimentos desses
alimentos, entre elas, a baixa estabilidade de grande parte dos compostos bioativos.
Em todos os setores o desenvolvimento de alimentos funcionais representa uma dificil
tarefa que exige sistematica cooperacao dos diversos segmentos da industria, porém,
em nenhum outro setor o desenvolvimento destes produtos é tdo desafiador quanto
no setor de produtos carneos. Isso porque a relacgdo dos consumidores com os
produtos carneos tem sido cada vez mais critica por conta da seguranca nutricional
desses produtos. Embora sejam alimentos altamente nutritivos e com elevada
aceitacdo sensorial, o perfil de acidos graxos, elevado teor de sddio e presenca de
ingredientes como sais de nitrito e nitrato de sdédio fazem com que o consumo de
produtos carneos seja associado com prejuizos a saude, principalmente com o
desencadeamento e/ou agravo de doencas cardiovasculares (JIMENEZ-COLMENERO et
al., 2006; MICHA et al., 2012). Dessa forma, estratégias que visam aumentar o apelo de
“saudabilidade” dos produtos cédrneos, seja pela incorporacdo de compostos bioativos
e/ou alteragcdo da composicdo, sdo indispensaveis para a desconstrugdo da imagem

negativa relacionadas a esses alimentos.

Diversos trabalhos ja vém sendo desenvolvidos com a finalidade de incorporar
compostos bioativos em produtos carneos processados. Probidticos (DE VUYST et al.,
2008; RADULOVIC et al., 2011; RUBIO et al., 2013), prebiéticos (JIMENEZ-COLMENERO
e DELGADO-PANDO, 2013; SANTOS et al., 2013), vitaminas (CACERES et al., 2008;
JIMENEZ-COLMENERO et al., 2010), minerais (NAVAS-CARRETERO et al., 2009; GARCIA-
INIGUEZ et al., 2010) e antioxidantes com atividade funcional (SCHOENFELDT e
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GIBSON, 2008; ZHANG et al., 2010) sdo exemplos de compostos bioativos que ja foram

incorporados em produtos carneos com apelo de “saudabilidade”.

O 4cido ascérbico esta entre os compostos bioativos que apresenta alto potencial para
aplicacdo em produtos carneos. Sua fun¢do antioxidante contribuiu para prevencao da
cor natural do produto ao evitar a oxidacdo de componentes das matriz alimenticia,
em especial a oxidagdo lipidica, permitindo assim, a substituicdo de antioxidantes
artificiais. Além de sua fungcdo como aditivo no alimento, o 4cido ascérbico ao ser
ingerido apresenta fungdo vitaminica, exercendo diversos papeis no organismo
humano. E um importante componente do sistema antioxidante organico, atua como
cofator de vdrias enzimas relacionadas com a sintese do coldgeno, participa da
conversao do neurotransmissor dopamina a norepinefrina, estd envolvido no
metabolismo da tirosina, na biossintese de carnitina. Além disso, é capaz de promover
o aumento da absorcdo intestinal do ferro dietético, por reduzir a forma férrica (Fe3*) a
ferrosa (Fe?*), sendo os produtos cdrneos uma importante fonte de ferro (SILVA e

COZZOLINO, 2009).

Apesar das diversas vantagens, devido as propriedades quimicas do acido ascérbico,
sua aplicacdo em determinados produtos carneos, como 0s carneos emulsionados,
pode acarretar prejuizo da qualidade final em fungdo de altera¢des causadas durante o
processamento do produto, por exemplo, comprometimento da estabilidade da
emulsdo por conta de redugdo excessiva do pH da massa carnea. Acredita-se que esse
problema poderia ser contornado com o uso da tecnologia de microencapsulacdo pela
técnica de spray chilling, a qual isolaria o acido ascérbico durante o preparo da
emulsdo cdrnea em microparticulas lipidicas que seriam derretidas durante o
cozimento da salsicha liberando o acido ascérbico para exercer sua funcdo

antioxidante.
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Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver salsichas com
carne de frango suplementadas com acido ascorbico livre ou encapsulado e avaliar as
caracteristicas fisico-quimicas, estabilidade oxidativa e aceitagdo sensorial

comparando com salsichas produzidas sem acido ascdrbico.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Matéria prima

Para producgdo das salsichas utilizou-se filé de coxa, sobrecoxa e pele de frango, sal de
cura, sal (NaCl), pimenta branca em p9d, cebola in natura e alho desidrato adquiridos
no comercio local da cidade de Pirassununga/SP. O acido ascérbico utilizado foi
adicionado a massa carnea livre ou encapsulado em microparticulas lipidicas sélidas
obtidas pela técnica de spray chilling. Essas microparticulas foram produzidas
utilizando gordura produzida pela interesterificagdo de gordura de palma totalmente
hidrogenada e de palmiste. A producao das microparticulas é apresentada no Capitulo
I, a escolha das microparticulas utilizadas para aplicacdo na salsicha foi feita

considerando-se os resultados de estabilidade do acido ascorbico.

2.2 Formulagles

A formulac¢do padrao utilizada na elaboragdo das salsichas estd apresentada na Tabela
1. Os trés tipos de salsichas avaliados foram obtidos através desta mesma formulacdo
padrdo, sendo que as diferencas entre elas deram-se em func¢ao da presenca de acido

ascorbico livre ou encapsulado ou sua auséncia, conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 1.

Formulagdo padrdo para obtencdo das salsichas elaborada com carne de frango
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Ingrediente Quantidade (%)
Filé de coxa e sobrecoxa de frango 80
Pele de frango 10
Agua (gelo) 10

As formulac¢des foram planejadas considerando os Padrdes de Identidade e Qualidade
de Salsicha determinado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(BRASIL, 2000).

Tabela 2.

Composicdo de cada tratamento aplicado nas salsichas

Ingrediente Tratamentos

T1 T2 T3
Acido ascérbico livre 1000 ppm - -
Acido ascérbico encapsulado - 1000 ppm -
Sal (NaCl) 1,0% 1,0% 1,0%
Sal de cura 0,5% 0,5% 0,5%
Pimenta branca em pd6 0,2% 0,2% 0,2%
Cebola 2,0% 2,0% 2,0%
Alho desidratado 0,5% 0,5% 0,5%

T1: Salsicha preparada com acido ascérbico encapsulado; T2: Salsicha preparada com

acido ascorbico livre; T3: Salsicha preparada sem acido ascérbico.

2.3 Métodos

2.3.2 Processamento
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O processamento da salsicha foi realizado no Matadouro Escola da Prefeitura do
Campus de Pirassununga da Universidade de Sdo Paulo. Inicialmente, o filé de coxa e
sobrecoxa e a pele foram moidos separadamente. Apds pesagem, foram cominuidas e
homogeneizadas em homogeneizador rotativo de bacia (cutter), juntamente com os
demais ingredientes até completa mistura. Retirada do cutter, a massa foi embutida
em tripas celuldsicas permedveis com diametro de 22 mm, gentilmente doadas pela
Viscofan do Brasil (Sdo Paulo/SP). Os gomos foram amarrados manualmente,
mantendo o padrdo de tamanho em torno de 15 cm. Apds embutidas, as salsichas
foram acondicionadas adequadamente em carrinho tipo H e encaminhada a estufa
para a etapa de cozimento. O cozimento ocorreu até a temperatura de 72 °C ser
atingida no interior da salsicha. Concluido o cozimento, as salsichas foram resfriadas

por aspersdo de dgua, embaladas a vacuo e estocadas em camara fria a 4 °C.

2.3.3 Caracterizagao fisico-quimica

2.3.3.1 Avaliagcao da estabilidade da emulsao carnea durante o processamento

Apds retirar a massa carnea do cutter, aproximadamente 50g de amostra foi reservada
para analise de estabilidade da emulsdo carnea realizada de acordo com a
metodologia proposta por Parks e Carpenter (1987). As amostras foram
acondicionadas em embalagens plasticas termorresistentes e seladas a vacuo. Apds
serem submetidas a pesagem, as embalagens contendo a massa carnea crua foram
coccionadas em banho-maria a 70°C por 60 minutos. Findando o tempo de coc¢do as
amostras foram novamente submetidas a pesagem para verificacdo de alteracdo de

peso.
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Figura 1 — Fotos de etapas de producdo da salsicha. A) Moagem do filé de coxa e
sobrecoxa; B) Pesagem; C) Cominuicdo e homogeneizacdao em cutter; D) Amarracdo de

gomos apds embutimento.

2.3.3.2 Atividade de dgua e umidade

A atividade de agua foi determinada por meio do analisador de atividade de agua
Aqualab (Decagon Devices, Pullman, WA, USA). A salsicha foi cortada em pequenos
pedacos e imediatamente introduzidas na cubeta plastica para realizacdo da analise. J3
a umidade foi mensurada através do analisador de umidade (MB35 Ohaus, Pine Brook,
NJ, USA). Assim como para analise de atividade de agua, a salsicha foi cortada em
pequenos pedacos e imediatamente introduzida ao medidor de umidade. Ambas as

analises foram realizadas apds 24 horas apds a producao das salsichas.
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2.3.3.3 Andlise de pH

O pH das salsichas foi avaliado com intuito de verificar a variacao dos valores de pH ao
longo do periodo de estocagem refrigerado, desta forma realizou-se a analises nos

tempos 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 dias.

2.3.3.4 Analise de cor instrumental

A alteracdo de cor das salsichas durante o periodo de estocagem foi investigada
utilizando um colorimetro (Mini Scan XE Plus, Reston, VA, USA), por meio do sistema
Hunter Lab. As analises foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 dias de

estocagem refrigerada.

2.3.3.5 Avaliacao do perfil de textura instrumental

O perfil de textura instrumental das amostras foi determinando por meio do
texturometro (TA XT2i, Stable Micro Systems Cidade Pais) previamente calibrado com
peso padrao de 2 kg. Para realizacdo da andlise a salsicha foi cortada em cilindros de
tamanhos homogéneos, os quais foram comprimidos em até 70% do tamanho por um
probe de aluminio (SMS P/20) com velocidade do pré-teste, teste e pds-teste de 2,0
mm/s e distancia da plataforma de 16 mm, em 10 salsichas, a temperatura de 25 °C. As
analises foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 dias de estocagem

refrigerada.

2.3.3 Avaliacdo da estabilidade oxidativa durante armazenamento refrigerado

A estabilidade oxidativa das amostras de salsicha foi determinada utilizando-se o

método de substancias reativas ao acido tiobarbiturico, conhecido como TBARS. As
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analises foram realizadas nos tempos 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42 dias. O valor de TBARS foi
calculado a partir de uma curva padrdo e expresso em mg malonaldeido/kg do

produto.

2.3.4 Andlise de aceitagao sensorial

A andlise de aceitacdo sensorial foi realizada 5 dias apds a producdo da salsicha.
Sessenta consumidores ndo treinados de ambos os sexos e diferentes faixas etarias
participaram voluntariamente do teste. Todos os participantes foram inicialmente
guestionados se eram consumidores habituais de salsicha, sendo a negativa um

critério de exclusao.

Os ensaios foram realizados em um laboratério de andlise sensorial, em cabines
individuais e conforme metodologia descrita por Meilgaard et al. (1999). As salsichas
foram previamente aquecidas por 5 minutos em agua fervente e cortadas em cilindros
de 2 cm que foram mantidos submersos em agua sob aquecimento em estufa a 40°C.
As amostras foram apresentadas monadicamente, em recipiente de plastico
codificados e de forma aleatdria. Juntamente com as amostras, foi entregue ao

participante um copo com agua e biscoito dgua e sal.

As amostras foram avaliadas usando escala hedbnica de 9 pontos (1 - "desgostei
muitissimo e 9 — gostei muitissimo) para os atributos de sabor, textura, cor, aroma e
aceitabilidade global. O projeto foi previamente submetido a apreciacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos. Todos os
participantes foram informados sobre os objetivos da pesquisa e assinaram o termo de
consentimento livre, o qual, assim como a ficha utilizada para avaliacdo, encontra-se

como apéndice.
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2.3.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao
nivel de significancia de 5%, com o auxilio do programa estatistico SAS (Statistic Analisy

System), versao 9.2.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao fisico-quimica

3.1.1 Avaliagdo da estabilidade da emulsao carnea durante o processamento

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de perda massa obtidos apds cozimento para
avaliar a estabilidade da emulsdo durante o processamento. Constatou-se que a adi¢do
de 4cido ascérbico microencapsulado ou livre, ou sua auséncia, ndo provocou
alteragdes significativas nos valores de perda massa. Na producdo de salsicha
suplementada com acido ascdrbico, a principal preocupagao em relagdo a estabilidade
da emulsdo, e consequentemente, com a qualidade final do produto, dar-se em funcao
da reducdo de pH da massa provocada pelo acido ascérbico. A encapsulagdo deste
ultimo pode ser uma importante alternativa para evitar essa acidificacdo da massa.
Entretanto, pelos resultados obtidos, verifica-se que a adi¢do do acido ascérbico livre
ndo influenciou a perda de massa apds o cozimento, ou seja, a encapsulacdo para este

pardmetro ndo proporcionou vantagem.
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Tabela 3

Avaliagao da estabilidade da emulsdo carnea durante o processamento

Tratamento Perda de massa (%) Atividade de dgua Umidade (%)

Tratamento 1 19,14+1,24a  0.966%0,004 a 5536%3,73a
Tratamento 2 18,27+0,64a  0.964:0,001a 56,04+1,46a

Tratamento 3 19,74+2,01a  0.964%0,003 a 5867%1,12a

Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam
diferencga significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Tratamento 1: com adi¢dao de AA livre

Tratamento 2: com adi¢ao de AA encapsulado

Tratamento 3: sem adi¢ao de AA

Quando uma emulsdo cdrnea estdvel é obtida, ndo ha, por ocasido do seu
processamento térmico, separacao da gordura dispersa ou agua. A estabilidade da
emulsdo é um fator determinante na qualidade dos produtos carneos emulsionados, a
coesividade do produto que estd diretamente relacionado com a capacidade de
manter a emulsdo estavel influencia a textura firme ao fatiamento e a mastigacao
(BORTOLUZZI, 2009). Diversos fatores podem influenciar na estabilidade da emulsao,
como equipamentos utilizados, temperatura, pH da massa, tamanho das particulas de
gordura, concentracdo e momento de adicao de sal e quantidade e tipo de proteina

podem (BARRETTO, 2007).

Em trabalhos relatados na literatura envolvendo a producdo de salsicha, os valores de
perda de massa sofreram variacdo em fungdao das modificacdes nas formulagdes
propostas pelos autores. Eswarapragada et al. (2010) avaliando o desenvolvimento de
salsichas com carne de porco com baixo teor de gordura e encontraram valores de
estabilidade da emulsdo que superaram 92%. Grizotto et al. (2012) produziram
salsichas do tipo Frankfurter com adicdo de farinha de okara, um subproduto do
extrato aquoso de soja, relataram valores de estabilidade de emulsdo variando entre

62,11 e 89,24%. Choe et al. (2013) também avaliaram a produg¢do de salsicha com
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adicdo de fibras de trigo como substitutos de gordura e encontraram valores de
estabilidade entre 93,5 e 96,5%. Por fim, Comunian (2013) que também aplicou acido
ascorbico em salsichas produzidas com carne de frango como alternativa de
substituicdo do eritorbato de sddio, relatou valores de estabilidade variando entre
82,81 e 84,99%, valores estes que sdo muito proximos aos encontrados no presente

trabalho, que constatou variag¢ao entre 80,26 e 81,73%.

3.1.2 Atividade de agua e umidade

Os valores de atividade de agua e umidade obtidos um dia apds a producdo das
salsichas ndo apresentaram diferencas em func¢do das formulagdes testadas. Todos os
valores encontrados corroboram valores citados na literatura, mantida a coeréncia em
funcdo das proporgdes utilizadas de cada ingrediente nas formulacdes (ANDRES et al.,
2006; COMUNIAN, 2013; MENEGAS et al., 2013). Os valores de atividade de agua
confirmam o qudo perecivel é a salsicha, representando um importante meio para
proliferacdo de microrganismos indesejaveis quando o processamento e
armazenamento ndo ocorrem de maneira adequada. Ja os valores de umidade sao
importantes, sobretudo, para avaliar se o produto atende o padrdo de identidade e
qualidade exigido pela legislacdo. No Brasil esse padrdao é regulamentado pelo
Ministério da Agricultura e do Abastecimento que determina que a salsicha nao
apresente umidade superior a 65%. Assim, as salsichas produzidas neste trabalho

atenderiam a legislacdo vigente (BRASIL, 2000).

3.1.3Analise de pH

Os dados referentes aos pH das amostras ao longo do periodo de estocagem
refrigerada foram apresentando na Figura 2. Nota-se que os valores de pH

mantiveram-se constantes em todos os tratamentos durante os 42 dias. A
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manutencdo do pH é satisfatdria visto que a redugcdo do mesmo durante a estocagem
pode predizer proliferacdo de bactérias laticas, que ndo apenas causa subtracdo da
qualidade sensorial do produto pelo gosto acido que torna-se mais acentuado com

aumento da atividade bacteriana, mas pela a prépria deterioragdo do produto.

A variacdo dos valores de pH pode ter uma correlacdo com a forma com a qual o acido
ascorbico foi adicionado a massa cdrnea. O Tratamento 3, aquele em que o &acido

ascorbico estd ausente, apresentou pH médio préoximo de 6,3 durante toda estocagem.

Nos tratamentos 2 e 3, contendo acido ascébico livre e encapsulado, constatou-se
valores de pH de 5,8 e 5,3, respectivamente, durante todo o armazenamento
refrigerado dos produtos. Considerando que foi adicionada a mesma concentracao de
AA em ambos os tratamentos e que as anadlises foram realizadas no produto final, ou
seja, ap6s o cozimento das salsichas, onde se esperava a liberacdo do AA em vista do
derretimento da gordura que constituia o material de parede da particula, a diferenca
nos valores obtidos pode ser atribuida ao fato do AA ter sido protegido durante sua
aplicacdo na massa, enquanto que no tratamento 2 o AA livre esteve sujeito as
condicGes deletérias do meio, como alta atividade de dgua e presenca de oxigénio, o
gue deve ter promovido sua degradacdo parcial e, consequentemente, eleva¢ao no pH
do produto. Assim sendo, embora o AA encapsulado tenha estado sujeito a acdo da
temperatura de cozimento, provavelmente ndo sofreu solubilizacdo ao ser

incorporado a massa, ao contrario do AA na forma livre.

A salsicha que ndo continha acido ascoérbico, coerentemente apresentou maior valor
de pH em relagdo as demais. Embora tenha havido diferencas entre os tratamentos, os
valores de pH determinados encontram-se dentro da faixa relatada por diversos
autores que trabalharam com salsihca (ALESON-CARBONELL et al., 2003; SPAZIANI et
al., 2009; RUIZ-MOYANO et al., 2011; SAYAS-BARBERA et al., 2012).
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O fato da salsicha que foi produzida com acido ascorbico encapsulado ter apresentado
o menor pH durante todo o periodo de estocagem pode ser um indicativo de que na
forma encapsulada o acido estava mais protegido e manteve-se mais estavel até o
momento em que foi liberado, possivelmente durante o cozimento, que deve ter

promovido o derretimento da gordura que constituia a particula.
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Figura 2 - Valores de pH de salsichas analisados ao longo de 42 dias de estocagem
refrigerada. Onde T1 é o Tratamento com adi¢do de AA livre, T2 é o tratamento com adig¢do
de AA encapsulado e T3 é o tratamento sem adicdo de AA.

3.1.4 Analise de cor instrumental

Os resultados da andlise de cor instrumental de acordo com os parametros L*, a*, b*,
sdo apresentados nas tabelas 4, 5 e 6, respectivamente. Nenhum dos parametros
avaliados apresentou diferencas entre os tratamentos e nem sofreram alteragdes
significativas durante o periodo de estocagem. Esses resultados confirmam que as

formula¢Ges ndo apresentaram nenhuma alteracdo em termos de composicao.
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Tabela 4.
Valores de L* para cada tratamento durante 42 dias
Tratamentos Tempo de estocagem refrigerada (dias)
1 7 14 21 28 35 42
T1 67,47 £ 1,24 aA 68,87 £ 2,04 aA 68,41+091aA 6803+1,19aA 6883+0,98aA 69,14+1,07aA 69,99+ 1,81aA
T2 69,33 + 1,87 aA 70,73 +1,02 aA 70,24+0,94aA 71,74+1,13aA 71,05+1,24aA 71,5+1,67aA 71,79+1,47aA
T3 69,57 +1,56aA  71,57+0,80aA  71,48+2,01aA 71,25+124aA 70,59+1,44aA 70,98+0,76aA 70,21 +0,56 aA

Médias seguidas por uma mesma letra minuscula na mesma coluna e letras maiuscula na mesma linha nao diferem estatisticamente

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Onde T1 é o Tratamento com adi¢do de AA livre, T2 é o tratamento com adi¢cdo de AA
encapsulado e T3 é o tratamento sem adicdo de AA.

Tabela 5.
Valores de a* para cada tratamento durante 42 dias
Tratamentos Tempo de estocagem refrigerada (dias)
1 7 14 21 28 35 42
T1 3,78+1,01aA 3,50+1,22 aA 3,71+2,02aA 3,95+1,87 aA 4,02 +2,42 aA 4,16 £ 1,52 aA 4,20+ 1,94 aA
T2 3,84 1,64 aA 3,86 + 0,86 aA 3,79+1,74aA 3,76 £ 1,69 aA 3,83+1,97aA 4,06 +0,83 aA 4,18+ 1,67 aA
T3 3,61+1,42 aA 3,73+1,81 Aa 3,91 +£0,94 aA 3,67 £ 1,05 aA 3,41+1,56 aA 3,69+1,64aA 3,75+1,32aA

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na mesma coluna e letras maiuscula na mesma linha nao diferem estatisticamente

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Onde T1 é o Tratamento com adigdo de AA livre, T2 é o tratamento com adi¢do de AA
encapsulado e T3 é o tratamento sem adi¢do de AA.

Tabela 6.
Valores de b* para cada tratamento durante 42 dias
Tratamentos Tempo de estocagem refrigerada (dias)
1 7 14 21 28 35 42
T1 11,24+ 0,84 aA 12,05+ 1,37 aA 12,08+ 0,69aA 12,65+1,28aA 10,91+1,52aA 11,69+1,11aA 11,15+ 0,96 aA
T2 1291 +1,15aA 13,65+ 0,91 aA 12,25+1,68aA 11,41+0,94 aA 11,34 +2,61aA 12,51 +1,67 aA 11,28 £1,37 aA
T3 11,40+ 1,67 aA 12,57 £+ 1,23 aA 1194+1,92aA 12,18+1,67aA 11,10+1,81aA 12,61+1,84aA 12,22 £+ 0,72 aA

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na mesma coluna e letras maiuscula na mesma linha nao diferem estatisticamente

pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Onde T1 é o Tratamento com adi¢do de AA livre, T2 é o tratamento com adi¢do de AA
encapsulado e T3 é o tratamento sem adi¢do de AA.
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Valores muito semelhantes para os trés parametros, L*, a*, b*, foram relatados por
Andrés et al, (2006) que avaliaram a estabilidade de salsichas de frango com baixo teor
de gordura durante o armazenamento. Comunian (2013) que também avaliou a adi¢do
de acido ascérbico em salsicha de frango encontrou valores préximos, com discreta
elevacdao do parametro b*, o qual avalia a variagdo do azul (-) ao amarelo (+). No
tratamento (T3) que sofreu acentuada oxidacdo, confirmada pela andlise de TBARS,
poderia ter sido constada alteragdo de cor, em especial nos valores de L*, porém, essa

alteracado nao foi verificada.

3.1.5 Avaliacao do perfil de textura instrumental

Como apresentado na Tabela 7, a adi¢cdo do acido ascérbico (livre ou encapsulado) ndo
alterou o perfil de textura da salsicha. Além disso, durante o periodo de estocagem

nao foi constatada alteragdao da textura em nenhum tratamento.

Tabela 7.

Valores de dureza (g) durante o periodo de estocagem refrigerada

Tempo (dias) Tratamentos
T1 T2 T3
1 4347,20 £ 614,21aA  4447,24 +542,01aA 4452,512 + 128,45aA
7 4411,34 +479,11aA  4365,83 £ 671,24aA 4459,742 +217,21aA
14 4449,74 +£371,55aA  4278,08 + 248,54aA  4407,349 + 514,30aA
21 4298,11 +1241,25aA 4377,64 £954,01aA 4384,544 +421.02aA
28 4426,09 £ 475,32aA  4417,44 +174,28aA 4459,675 + 646,52aA
35 4287,84 + ,074,36aA 4409,34 +254,37aA 4285,844 + 516,58aA
42 4293,38 £924,07aA  4311,17 + 484,25aA 4452,682 +184,24aA

Médias seguidas por uma mesma letra mindscula na mesma coluna e letras maidscula
na mesma linha ndao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. Onde T1 é o Tratamento com adi¢do de AA livre, T2 é o tratamento com
adicdo de AA encapsulado e T3 é o tratamento sem adigao de AA.
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A dureza é um fator de relevante importancia na aceitacao sensorial de um produto,
visto que esta representa a forca necessdria para produzir certa deformac¢do no
alimento, o que em termo pratico significa a for¢a requerida para a compressao de um
alimento entre os dentes do consumidor (FILHO, 2009). A dureza sofre variagdo em
funcdo do teor de carne da formulagdao (HEDRICK et al.,, 1994) e adicdao de outros
ingredientes, por exemplo, fibras (PEREIRA et al., 2011). A dureza é importante para
consisténcia do produto, entretanto, quando excessiva pode prejudicar causar
subtragdo na qualidade final da salsicha. Os principais fatores que podem contribuir
para dureza excessiva sdo teor muito elevado de carnes magras ou tecido conjuntivo e

adigdo insuficiente de gelo (GUERREIRO, 2006).

3.2 Avaliagao da estabilidade oxidativa

As concentracdes de malonaldeido determinadas durante o periodo de estocagem
refrigerada sdo apresentadas na Figura 3. N3do foi constatada diferenca significativa
entre as amostras que receberam o acido ascérbico livre ou encapsulado em cada
tempo e ao longo do periodo de estocagem. Este resultado permite inferir que,
independente da forma como aditivo foi incorporado a massa, mostrou-se efetivo no
controle a oxidacdao do produto. Na amostra controle — sem adicdo de AA - a
concentracdao de malonaldeido foi maior em relagdao as demais ja com sete dias de
estocagem e foi aumentando durante a estocagem, indicando que o produto estava

sofrendo o processo de oxidacao.

A oxidacdo lipidica das salsichas pode ser relacionada com a quantidade de lipidios e
acidos graxos presentes nos produtos (MURPHY et al., 2004). A carne de aves, em
especial, devido seu o elevado conteldo de acidos graxos insaturados, é altamente
susceptivel a oxidacdo. Na salsicha em que o 4cido ascérbico ndo foi adicionado, apds
42 dias de estocagem refrigerada foi possivel sentir o odor caracteristico de ranco.

Segundo Liu et al. (2006) valores abaixo de 1,36 mg de TBARS MDA/kg ndo promove
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off-flavors detectdvel em produtos carneos processados, todavia, os valores de

MDA/kg da salsicha sem antioxidante superaram esse valor.

1,2
0,9
0,6

0,3

mg malonaldeido/Kg amostra

1 7 14 21 28 35 42

Tempo de estocagem (dias)

——T ——T17 —e—T3

Figura 3 - Mensuragdo dos valores de TBARS (mg malonaldeido/Kg amostra) para cada

tratamento durante 42 dias de estocagem refrigerada. Onde T1 é o Tratamento com
adicdo de AA livre, T2 é o tratamento com adicdo de AA encapsulado e T3 é o tratamento sem
adicdo de AA.

Mercadante et al. (2006) estudando o feito de pigmentos naturais na estabilidade
oxidativa de salsichas armazenadas sob refrigeracdo encontraram valores muito
proximo em relacdo ao quantitativo de malonaldeido/Kg amostra. Esses autores
adicionaram norbixina, zeaxantina, licopeno ou B-caroteno e encontraram valores <

0,38 mg de malonaldeido/Kg amostra e consideraram os resultados satisfatoérios.

Os valores de TBARS encontrados neste trabalho sdo menores em relagdo aos valores
relatados por Alina et al. (2012) e Comunian (2013), uma possivel justificativa pode ser
a utilizacdo de alho, o qual apresenta atividade antioxidante. Embora a presenca do
alho possa dificultar a comparacdo entre resultados obtidos por outros autores, ndo

houve comprometimento na andlise dos resultados obtidos para os diferentes
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tratamentos deste trabalho, uma vez que a quantidade de alho nas formulacGes foi

mantida.

3.3 Andlise de aceitagao sensorial

As médias das notas atribuidas aos atributos avaliados na anadlise sensorial da salsicha
sdo apresentadas na Tabela 8. Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
em nenhum dos atributos avaliados, isso significa que a adi¢do do acido ascdérbico nao
provocou alteragdes sensoriais na salsicha. Entre os atributos, a cor, foi o que recebeu
as menores notas. Esses resultados sdao coerentes ao considerar que ndao houve adi¢ao
de corante nas formula¢Ges estudadas. Os participantes da analise eram consumidores
de salsicha, sendo assim, utilizaram suas experiéncias prévias como parametro para
avaliagdo, sendo que salsichas comercializadas no Brasil normalmente apresentam
corante em sua formulacdo. Resultados semelhantes ja foram descritos por outros
autores como Uyhara et al. (2008) e Moreira et al. (2005) que desenvolveram salsichas
com filé de tildpia com e sem corante. A textura foi outro atributo que a avaliacdo
pode ter sido influenciada por experiéncias prévias. A quantidade de carne presente na
formulacdo é um dos fatores que mais influenciam a textura do produto final. A
guantidade de carne presente nas formula¢des avaliadas é superior em relagao as
formulagbes das salsichas comercializadas no Brasil, fazendo com que a textura

realmente seja diferente.

Como nao foi detectada diferencga significativa entre os tratamentos para o atributo
sabor, é possivel concluir que a diferenca de pH detectada (Figura 2) ndo alterou
significativamente este atributo e portanto ndo comprometeu a aceitacdo sensorial

dos produtos elaborados com o AA nas formas livre ou encapsulada.
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Tabela 8.
Médias dos valores obtidos para cada atributo (aroma, cor, sabor, textura e aceitagdo

global) da avaliagdo sensorial de salsicha de frango com ou sem acido ascérbico.

Tratamento Aroma Cor Sabor Textura AG
T1 7,21+131a 4,61+1,45a 6,73+1,222 5,27+1,36a 6,72 +1,63a
T2 743+1,15a 4,68+184a 6,67+1542 546+141a 6,61+ 1,24a
T3 7,17 +1,57a 497+l16la 6,84+1,092 5,64+1,29a 6,85+ 1,73a

AG= Avaliagao global. Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra nao
apresentam diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de

Tukey.

Os atributos aroma e sabor receberam avaliacGes de “gostei regularmente” e “gostei
ligeiramente”, respectivamente. A utilizacdo de cebola in natura e alho desidratado
conferiram ao produto aroma e sabor marcantes, o que certamente favoreceu as
notas para ambos os atributos. A aceita¢do global para todos os tratamentos ficou com
média 6 (gostei ligeiramente), resultado semelhante ao encontrado por Vogel et al.
(2011) e Comunian (2013). A incorporacdao de um corante natural pode melhorar as
notas para o atributo de cor, consequentemente, pode melhorar os resultados de

aceitacdo geral.

CONCLUSAO

A adicdo de acido ascérbico em salsicha de frango com objetivo de promover
suplementacdo dietética deste nutriente e ao mesmo tempo utilizd-lo com agente
antioxidante preservando a cor e estabilidade oxidativa foi bem sucedida no presente
trabalho. Os resultados demonstraram que a presenca do acido ascorbico em altas
concentra¢gdes ndo provocou prejuizo durante o processamento do produto e nao
alterou suas caracteristicas fisico-quimicas ou sensoriais. A adicdo de acido ascérbico
encapsulado ndo demonstrou vantagem em relagdo ao acido ascérbico adicionado em

sua forma livre. Pelo duplo papel esperado do acido ascérbico, em estudos futuros faz-
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se conveniente avaliar quantitativamente na salsicha o acido ascérbico disponivel para
atuacdo como vitamina no organismo. Avaliando assim, a diferenga entre o conteudo
de acido ascorbico adicionado a salsicha, o conteldo consumido como antioxidante na
matriz alimenticia e o conteldo remanescente que serd consumido. Este trabalho
constitui um exemplo de desenvolvimento de um produto carneo funcional, onde nao
apenas ocorreu adicdo de uma vitamina antioxidante, mas também a substituicdo do
eritorbato de sddio, um antioxidante artificial comumente utilizado em salsicha que

ndo promove nenhum beneficio adicional a salde do consumidor.
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Com presente trabalho obteve-se as seguintes conclusdes gerais:

- Os resultados demonstram que a técnica de spray chilling pode ser considerada uma
importante alternativa para encapsula¢dao do acido ascorbico visando melhoria de sua

estabilidade;

- A escolha do sistema a ser atomizado, suspensdo ou emulsdo, para o preparo das
microparticulas tem considerdvel influéncia na eficiéncia de encapsulacdo e na
estabilidade do 4cido ascérbico durante o periodo de estocagem. Enquanto
microparticulas produzidas com suspensao promovem uma melhor protecdao ao acido
ascoérbico ao longo do tempo, a eficiéncia de encapsulacdo é maior em particulas

produzidas com emuls3o;

- A concentragdao de acido ascérbico presente da suspensdo atomizada influenciou
consideravelmente o tamanho da particula, quanto maior a concentracdao de material
ativo, maior foi o tamanho de particula verificado. O tamanho de particula, por sua
vez, influenciou os valores de eficiéncia de encapsulacdo. Particulas menores

apresentam valores de eficiéncia de encapsulacdo menores;

- O rendimento de processo superou 80%, podendo ser considerado satisfatério, sendo
o baixo rendimento uma das desvantagens associada a técnica de spray

congealing/spray chilling frequentemente citada na literatura especializadas;

- A estabilidade do acido ascérbico microencapsulado em todas as condi¢des estudas
nesse trabalho superou a estabilidade do acido em solucdo, sendo que a diferenca

constada da estabilidade das duas formas (livre e encapsulado) superou 100%;
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- A aplicacdo do acido ascorbico em altas concentracdes na salsicha ndo promoveu
alteragdes fisico-quimicas ou sensoriais na mesma. Contrariando o esperado, nem
mesmo durante o processamento da massa carnea foram verificadas altera¢des na

estabilidade da massa;

- A adicdo de 4acido ascérbico foi eficaz na estabilidade oxidativa da salsicha,
independente da forma adicionada do acido ascorbico (livre ou encapsulado), apés o
periodo avaliado (60 dias) a qualidade do produto em termos de oxidacdo foi

satisfatorio;

- A avaliagdo fisico-quimica e sensorial da salsicha demonstrou que a adi¢do e acido
ascorbico em altas concentracdo nao ocasiona subtracdo na qualidade do produto,
sendo esta uma interessante alternativa para o desenvolvimento de um produto
carneo com propriedade funcional e ao mesmo tempo substituir o antioxidante
convencionalmente usando, que embora seja eficaz, ndo promove nenhum beneficio

adicional a saude do consumidor.
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APENDICE A - Ficha utilizada na andlise sensorial

ANALISE SENSORIAL DE SALSICHA DE FRANGO

Nome: Idade: Data:

Instrugdes: Vocé esta recebendo uma amostra codificada de salsicha. Por favor, utilize a escala abaixo
para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou da amostra em relagdo aos atributos indicados.

Escala Cdédigo da amostra:
9 — Gostei muitissimo - Aparéncia:
8 — Gostei muito - Aroma:
7 — Gostei moderadamente - Textura:
6 — Gostei regularmente - Sabor:
5 — Nem gostei nem desgostei - Cor:
4 — Desgostei regularmente - Avaliagao global:
3 — Desgostei moderadamente Comentdrios:

2 — Desgostei muito

1 - Desgostei muitissimo
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APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido

Consentimento formal de participacao no projeto de pesquisa “Avaliacdo sensorial de salsicha
suplementada com acido ascérbico”.

Nome:

Endereco:

Cidade: CEP: Fone:

Justificativa: Nos ultimos anos vem crescendo de maneira significativa o interesse na producao
de alimentos mais saudaveis, seja através da reducdo ou substituicdo de ingredientes que
guando consumidos em excesso podem causar danos a saude. Essas substituicdes eu reducoes
algumas vezes podem esbarrar em problemas tecnoldgicos ou resultar em alimentos de baixa
aceitacdo por parte do consumidor. O estudo da aceitacdo através da andlise sensorial se torna
de suma importancia para o sucesso na producdo de novos produtos ou novas formulacdes. A
salsicha, produto resultante do cozimento de uma emulsdo cdrnea de formulagdo especifica é
um alimento amplamente consumido por individuos de todas as idades e sexos, que por conta
de sua composicdo quimica, exige a adicdo de um antioxidante a fim de prolongar a vida de
prateleira do produto. Atualmente, o principal antioxidante utilizado é o eritorbato de sddio,
gue embora cumpra seu papel enquanto aditivo, ndo fornece nenhum beneficio adicional a
salude do consumidor. O &cido ascoérbico, também conhecido como vitamina C é uma
interessante alternativa ao eritorbato de sédio, pois além de atuar como antioxidante, quando
adicionado no alimento pode reforcar a ingestdo dietética de vitamina C.

Objetivos do projeto: O objetivo do projeto é avaliar a aceitacdo sensorial de salsichas
adicionadas de acido ascérbico microencapsulado em gordura de palma através da técnica de
spray chilling.

Procedimentos: A andlise onde seres humanos avaliam diversos atributos de qualidade de
alimentos é chamada de ANALISE SENSORIAL. Os procedimentos para execucdo da andlise
sensorial nesta pesquisa serdo os seguintes:

e Sessenta provadores fardao a avaliagao sensorial dos produtos;

e Serdo testadas formulag¢des de salsichas de diferentes composicdes;

e O provador devera avaliar os produtos e responder as perguntas solicitadas na Ficha
de Avaliagao;

e Aduragdo do teste para cada pessoa sera de aproximadamente 10 minutos.

Outras informagoes:

e O provador pode se recusar a continuar com a avaliagdo a qualquer momento, sem
penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado;

e Os provadores nao terdao qualquer tipo de despesas em decorréncia da participagao
nesta pesquisa;
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e Nao ha possibilidade de risco ou qualquer tipo de desconto em funcdo da
participacdo nesta pesquisa, uma vez que todos os ingredientes utilizados nos
produtos sdo inteiramente seguros, boa qualidade e procedéncia. O processo de
fabricacdo das salsichas foi realizado de acordo com as normas de Boas Praticas de
Fabricacgao;

e Em funcdo do exposto no item anterior, ndo ha previsao de indenizagdo em
decorréncia da participacao neste projeto;

e Os testes para avaliagdo sensorial das salsichas, nos quais os provadores
experimentardao os produtos desenvolvidos, serdo acompanhados pelo aluno
preponente (Fernando Eustaquio de Matos Junior);

e Quaisquer outros esclarecimentos poderdo ser solicitados antes, durante e apds a
pesquisa.

Eu,

RG: , CPF: , abaixo assinado, concordo em
participar do estudo “Avaliacdo sensorial de salsicha suplementada com 4cido ascérbico”.

Tenho pleno conhecimento da justificativa, objetivos, beneficios esperados e dos
procedimentos a serem executados, bem como da possibilidade de receber esclarecimentos
sempre que considerar necessario. Sera mantido sigilo quanto a identidade da minha pessoa e
zelo a minha privacidade. Ao mesmo tempo, assumo o compromisso de seguir as
recomendacoes estabelecidas pelos pesquisadores.

Eu li e entendi todas as informacgGes contidas neste documento.

Aluno de pds Graduacdo responsdvel: Fernando Eustdquio de Matos Junior — Nutricionista —
FZEA — USP. Contatos: fernandoeustaquio@usp.br / (19) 82999219.

Pirassununga, de de . Assinatura:
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Summary

Spray chilling technology (also known as spray cooling and spray congealing technol-
ogy) has been widely studied and used in the pharmaceutical field. In the food industry,
this technique is gaining interest and can become useful because functional food formula-
tions can be developed. Spray chilling is a fat-based system, which involves the addition
of the component of interest to a molten lipid carrier, and the resulting mixture is fed
through an atomiser nozzle. When the nebulised material is put into contact with the envi-
ronment, which is cooled below the melting point of the matrix material, the vehicle solid-
ifies (due to heat exchange between the molten material and cold air), and solid lipid
microparticles are formed at the same time. This technology is fat based, and lipid carriers,
such as wax and oil (e.g. palm oil, beeswax, cocoa butter, and kernel oil) can be used. This
encapsulation technique can potentially change the functionality, reduce the hygroscopicity,
mask taste or odour, change solubility, and provide physical protection in addition to al-
lowing the controlled release of these ingredients. This low-cost technology is relatively
simple to apply and scale up, and it does not require the use of organic solvents and the
application of high temperatures in the process. Therefore, spray chilling encapsulation
may facilitate the development and production of functional and enriched foods as it may
solve some technological problems associated with the use of certain ingredients, such as
those that have high reactivity and low stability.

Key words: spray cooling, spray congealing, nutrient microencapsulation, solid lipid micro-
particles (SLMs), bioactive compounds

Introduction

The use of encapsulation technology has increased
in the last 10 years to address some limitations in the
use of medicines, food ingredients, cosmetics, veterinary
products and hygiene products. The most popular tech-
niques used to develop microparticles are spray coating,
coacervation, solvent evaporation, ionic gelation, lipo-
somes, spray drying and spray chilling (also known as
spray cooling and spray congealing).

Spray chilling technology consists of making a solu-
tion dispersion or emulsion containing the active ingre-

dient and a molten carrier, which is then atomised into a
chamber where cold air or liquid nitrogen is injected. In
the case of emulsions, spray chilling technology can be
applied to a water-in-fat emulsion in the presence of an
emulsifier, such as soy lecithin (1-4). Under these condi-
tions, the carrier instantly solidifies, forming spherical
particles, and the solubility of these particles depends on
the hydrophilic/lipophilic nature of the carriers. These
particles can be as small as a microparticle depending
mainly on the device used for the atomisation process.
To meet food industry requirements, carriers must be
food grade. Lipophilic materials that have a melting
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point higher than room temperature are mostly used,
thus yielding solid lipid microparticles (SLMs). The most
recommended carriers for the development of particles
by means of spray chilling are fatty acids, alcohols, tri-
acylglycerols and waxes.

Spray chilling is a convenient technique for the en-
capsulation of food ingredients because it is a low-cost
continuous process, and it is easy to scale up. Moreover,
spray chilling does not require organic solvents, such as
alcohols or ether, and it does not require application of
high temperatures, which should be considered when
thermosensitive ingredients, such as ®-3 fatty acids, en-
zymes and probiotics, need to be encapsulated. However,
spray chilling encapsulation presents some technological
disadvantages, such as low encapsulation efficiency and
the possibility of expulsion of the active ingredient dur-
ing storage. Another disadvantage of spray chilling en-
capsulation is related to the hydrophobic character of
the particles, which can make some applications diffi-
cult.

There is no consensus in the literature regarding the
nomenclature of the spray chilling encapsulation tech-
nique, which can be considered synonymous with spray
cooling (5,6) and spray congealing (7-10). There is often
overlapping of terms in technical and scientific litera-
ture. The terms spray chilling and spray cooling are nor-
mally used when taking into consideration the melting
point of the carrier. Herein, spray chilling is the process
that uses carriers with a melting point between 32 and
42 °C for the production of spray particles, and spray
cooling is the encapsulation process in which the carrier
has a melting point between 45 and 122 °C (11-14).
The term spray congealing is employed indiscriminately
when molten carriers are used regardless of their melt-
ing temperature (15,16). However, this impasse or the
lack of consensus regarding the right terminology does
not obscure the real importance of this encapsulation
technology.

Currently, many publications are available in the lit-
erature describing the preparation of lipid particles by
spray chilling for different purposes as follows: flavour
and odour masking, production of ingredients with in-
creased stability, protection and controlled release of pro-
biotics, and encapsulation of bioactive proteins and pep-
tides. However, most studies are from the pharmaceutical
field, and there has not been an article published regard-
ing the compilation of such data for the food industry.
Based on these considerations, the purpose of the pres-
ent article is to highlight the importance of spray chill-
ing encapsulation in food fields.

Spray Chilling Technology

In general, the spray chilling process can be divided
into two steps. The first step consists of adding the bio-
active compound to the carrier material, which is usu-
ally a lipophilic compound, to be encapsulated. This in-
corporation process can be performed by dissolving or
mechanically dispersing the material into the encapsu-
lating matrix (the latter is the most widely applied meth-
od). The use of an emulsion is also a method to incorpo-
rate some hydrophilic bioactive agents (2—4). The second

step consists of atomisation of the molten material, which
is typically carried out by a heated atomising nozzle to
maintain a proper temperature, thus avoiding solidifica-
tion of the feeding material. When this material is atom-
ised in contact with a refrigerated chamber (due to the
injection of cold air or liquid N,), a heat transfer occurs
between the molten material and the cold air, thus lead-
ing to solidification of the carrier and the formation of
particles (5).

The residence time of droplets in the spray cooling
chamber is relatively short (only a few seconds). The par-
ticles are collected in a container located below the cool-
ing chamber, and fine particles are transported by air
into a cyclone where they are collected in another con-
tainer (Fig. 1).

Fig. 1. Scheme of spray chilling equipment

The preparation of particles using this method has
been applied in various sectors, including pharmaceuti-
cal, cosmetic, agricultural, veterinary and food industry
(1). The application of spray chilling encapsulation pro-
cess has also been reported for the production of both
food ingredients and several drugs (17).

Numerous applications of SLMs obtained by spray
chilling have been investigated, such as odour and taste
masking (18,19); protection of the active ingredient against
detrimental conditions, such as pH, enzyme activity,
moisture, oxygen and light; optimisation of the dissolu-
tion of poorly soluble drugs; modulating the release ki-
netics of active compounds; and improvement of flow
properties, handling, appearance and other purposes (8).

If lipids are used as the carrier material, the final
product is insoluble in water and there is usually con-
trolled release of its contents by utilising the melting
point of the carrier (20) or by digestion of the carrier in
the intestine. The proper selection of the carrier is crucial
because the encapsulation process can modify its prop-
erties, such as reduce its hygroscopicity and/or increase
its chemical/physical stability (18).

The atomisation of the molten mixture (carrier plus
active ingredient) and the solidification process are con-
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sidered critical steps. The atomisation process is related
to the disintegration of the molten mixture into small
particles (21), and the solidification process is associated
with the processing of the molten material into a solid
(obtained by cooling). From the operational standpoint,
insufficient cooling leads to agglomeration of the drop-
lets and/or adhesion of these droplets on the surface of
the chamber, thus negatively affecting the morphology,
process and other properties of the microparticles.
Spray chilling is similar to spray drying, which is a
widely studied and widespread technology. However,
there is a difference between these processes in terms of
direction of energy flow. With regard to spray drying,
the energy is applied to the droplet forcing the solvent
evaporation. In spray chilling encapsulation, however, the
energy is removed from the droplet forcing the solidifi-
cation of the carrier (5). The spray chilling technique may
be considered to be a merger between the hot melt tech-
nology (coating or agglomeration) and the spray drying
technique. Table 1 (5,8,10,14,22-25) presents several dif-
ferences between these techniques (spray chilling and

spray drying).

The initial spray chilling configuration is similar to
the spray drying configuration, but there is no solvent
evaporation. A conventional spray dryer (when there is
input of hot air) can also be used as a spray cooler (when
there is input of cold air). The apparatus consists of two
main parts: a cooling chamber and an atomiser. For an
efficient process, it is recommended that the molten mix-
ture dispersion presents a narrow melting temperature
range, so the particles can also be solidified during the
spraying process (26).

Both spray drying and spray chilling techniques do
not produce reservoir-type microcapsules, but instead
they produce matrix-type microspheres. However, spray
chilling produces dense and massive microspheres, and
spray drying generally produces hollow microspheres
(Fig. 2).

There are also similarities between the SLMs ob-
tained by the spray chilling technology and by the spray
coating technology. These methods can both be fat based,
and the physical nature of these processes is similar be-
cause they have the same release mechanisms that differ
from the spray drying regarding the functionality of par-

Table 1. Differences between spray chilling and spray drying techniques

Spray drying

Spray chilling Ref.

Energy flow
evaporation of the medium

Equipment feeding tubes without heating
Flow in the chamber hot air

Particle size 5-150 um

Dissolution mechanism  dissolution

Particle morphology
surface due to solvent evaporation

Carrier water-soluble polymers

Food ingredients
oils, fats, enzymes and acidulants

Process steps

dehydration
Load/% 5-50

energy applied in the droplet forcing

geometric particle with porous and irregular

vitamins, flavours, starter cultures, carotenoids,

dispersing or dissolving the active compound
in aqueous solution coating, atomisation,

energy removed from the droplet forcing )
the solidification of the medium

heated feeding tubes (to avoid solidification) 8)

cold air or liquid N> 8)
20-200 pm (14)
diffusion, heating, lipases and bile salts (GI (22)
tract)

dense, spherical and smooth surface (23)

(no effects of solvent evaporation)

waxes, fatty acids, water-soluble polymers (24)
and water-insoluble monomers

iron sulphate, vitamins, minerals, acidulants,  (25)
enzymes and probiotics

dispersing or dissolving the active (10)
compound in the molten lipid mixture,
atomisation, cooling

10-20 (10)

Fig. 2. Differences between particles produced by spray drying and spray chilling: a) micrograph of a fractured particle produced by
spray chilling, b) micrograph of a fractured particle produced by spray drying
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ticles. Both processes can be used to produce SLMs at
low temperatures. However, while spray chilling is used
to produce SLMs, spray coating is used for recovering
particles. Thus, spray coating has the advantage of pro-
ducing reservoir-type microcapsules. During the spray
coating process, the particles are kept in suspension in a
chamber while the coating solution is nebulised over
them. When molten lipid matrices are used as coatings,
the chamber is kept at low temperatures for promoting
solidification of the lipid while recovering the particles.

A wide variety of materials, including lipid mate-
rial, can be used for the coating of particles by spray
coating and spray chilling (23). The use of lipids during
spray coating leads to SLM features similar to those ob-
tained by spray chilling, including the release mecha-
nism. As the spray coating technique allows the thick-
ness of the coating layer to be adjusted, the control of
the release speed of the bioactive compound can be
modulated with more accuracy, thus obtaining a desired
release profile. Another advantage of the spray coating
over the spray chilling technique is the amount of active
material that can be used for encapsulation. Currently,
spray chillers have a limitation of the maximum amount
of active material in the feed. Several spray adaptations
were studied using pneumatic atomising nozzle to ob-
tain microspheres with 30 % solid active ingredients and
50 % liquid active ingredients (10).

Both the spray chilling and spray coating techniques
have the possibility of microencapsulation of thermo-
labile ingredients, including enzymes and microorgan-
isms, but it is necessary to pay attention to the thermal
behaviour of the core and the carrier. Lower melting
points and temperatures reached in the cooling chamber
result in greater chances of success in obtaining particles
without compromising the stability of the active mate-
rial during the encapsulation process.

Spray coating technology presents some advantages
when compared to spray chilling. One of them is the
possibility of adjusting the lipid coating thickness by ad-
justing some process parameters. The spray coating tech-
nique also allows multilayer coating with hydrophobic
or hydrophilic coats, which enables greater flexibility in
the applications of these microparticles in relation to
SLMs obtained by spray chilling when incorporated in
other products. In addition, there are differences in the
structure of the particles obtained by spray chilling and
spray coating. In spray chilling, microparticles are ma-
trix-type particles in which the bioactive component is
dispersed throughout the volume of the microparticles
or microspheres. In spray coating, SLMs are reservoir-
-type microparticles or microcapsules in which the ac-
tive ingredient is enclosed by a layer or multiple layers.
Thus, in the SLMs produced by spray coating, the bio-
active ingredients are better protected compared to the
microparticles obtained by spray chilling because in the
SLMs produced by spray chilling, part of the bioactive
component is dispersed on the surface of the particle.

Process Variables

The following main variables should be strictly mo-
nitored in the spray chilling process: melting point of the
matrix used, temperature of the molten material during

processing, chamber temperature, atomising air temper-
ature, atomising air pressure, and feeding flow of the
molten mixture (8). Table 2 (2,8,10,28,29) summarises sev-
eral operation conditions of the spray chilling process.

The following conditions are critical to obtain uni-
form particles: low viscosity and high speed atomisa-
tion. Das and Gupta (30) studied the micropelletisation
technique using modified spray congealing technology
with a cross-linked gelatin matrix, and they suggested
that the ideal viscosity for this system is approx. 0.024
Pas at 55 °C.

The spray chilling performance depends strictly on
the spray atomisation efficiency of the molten mixture.
The efficiency of the atomisation process, in turn, is di-
rectly associated with different types of devices that can
perform the atomisation. These devices (atomisers) may
be pressure nozzles, centrifugal atomisers, rotary atom-
isers, dual fluid atomisers or ultrasonic atomisers (5).
The devices are shown in Fig. 3 (31). All available atom-
isers have similar characteristics, and they all are inade-
quate when spraying mixtures that have high viscosity.
The feeding and pressure conditions employed in the
process can exert effects on the homogeneous distribu-
tion of the particles. Albertini et al. (10) described this
limiting profile assuming the difficulty of atomising a
mixture containing active ingredients in a mass fraction
exceeding 30 %. However, these authors suggested that
by altering the design of the atomiser, there is a possibil-
ity of overcoming the threshold feeding up to 50 % (by
mass).

Some studies have been conducted to investigate the
effects of process parameters on particle features. Ma-
schke et al. (9) found that by increasing the atomisation
pressure from 5 to 6 bar, there is a decrease in the size of
particles obtained by spray chilling. Viscosity is another
important variable that influences the particle size, and
it can be regulated by monitoring the temperature or by
the type and amount of dispersed solids. Low viscosity
(due to high temperature) results in smaller particle
sizes (9), while higher viscosity (for example, due to the
addition of solids) results in larger particle sizes (10).

The molten mixture, which is the feed stream, pres-
ents a characteristic curve of solidification. When the atom-
ised droplets come into contact with the cooled medium,
the material cools to a temperature of solidification.
Thereafter, the temperature remains constant during the
heat release of the product, and stable SLMs are then
formed. Some products that have a variety of fatty acids,
such as hydrogenated palm kernel oil, do not have a
well-defined solidification point. The phase change may
occur in a temperature range, or, depending on the con-
dition of the molten material, the product may migrate
to an amorphous form without releasing the solidifica-
tion heat because a non-crystal formation occurs. The at-
omised material passes through three stages of cooling:
liquid cooling, solidification and particle cooling. The
temperature of the droplets decreases as they come into
contact with cold air. When the solidification tempera-
ture is reached, the droplets will gradually solidify. As
the freshly solidified particles have a higher temperature
than the environment, they continue losing heat until
room temperature is reached.
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Table 2. Some operating conditions of spray chilling processes
Nozzle Chamber Temperature Liquid spray rate Bioactive component/carrier ~ Air pressure Ref.
gradient (molten
mixture—
air chamber)
Dual fluid 15 cm diameter 70 °C — 6.0 to 23.4 mL/min  Glimepiride/Gelucire 1.09 and 1.59 bar  (8)
nozzle 60 cm length 0-5°C 50/13R
Dual - 65 °C — force of gravity a-tocopherol/interesterified 0.25 MPa (28)
fluid 10 °C fat with fully hydrogenated
atomiser soybean oil
(0.7 mm)
Wide 1.80 m in height 80 to 100 °C* — by both the force propafenone hydrochloride 1-3 bar (10)
pneumatic and 75 cm in (25+1) °C of gravity and the  and vitamin E/carnauba wax, depending
nozzle diameter effect of Venturi cetearyl and stearyl alcohols  on the desired
(4.5 mm) particle size
Ultrasonic - 70 °C - room - verapamil HC1/ - (29)
atomiser temperature microcrystalline wax,
stearyl alcohol and mixtures
of the two
Dual fluid - 48 °C > force of gravity B. lactis and L. acidophilus/ 0.98 kPa (2)
(0.7 mm) 10 °C interesterified fat with palm
and palm kernel oil
Dual fluid 20 cm diameter 60 °C —> 40 mL/min lycopene/interesterified fats 5 bar **
54 cm length (13+2) °C and refined vegetable oils
Dual fluid 20 cm diameter 60 to 80 °C — 45 mL/min soy protein hydrolysate/ 5 bar *
54 cm length (1542) °C interesterified fats and
refined vegetable oils
Dual fluid 20 cm diameter (5242) °C —» 60 mL/min probiotic/interesterified 5 bar **
54 cm length (15+2) °C fat with palm and
palm kernel oil
Dual fluid 20 cm diameter 60 °C > 60 mL/min ascorbic acid/interesterified 5 bar **
54 cm length (13+2) °C fat with palm and palm

kernel oil

*carriers were heated to 10 °C above the melting point

**studies of microencapsulation by spray chilling from our group (unpublished)

Fig. 3. Pressure nozzle and rotary nozzle, respectively. Reprint-
ed from: GEA Process Engineering Inc. (31)

Another important approach is to control the tem-
perature of the lipid material during solidification because
it prevents the polymorphism of fats, which directly im-
pacts the release profile of the active material /bioactive
compound. The lipid matrix can crystallise in different
ways depending on different reasons related to the cool-
ing process. For example, rapid cooling results in a lipid

compound preferably in the unstable o form, and slow
cooling tends to lead to the formation of the § form (32).

Currently, several studies have investigated the per-
formance and improvement of spray chillers, including
the use of pneumatic atomising nozzles (10), compact ul-
trasound atomisers (33), and ultrasonic atomisers, to dis-
perse the atomised particles (34).

Ili¢ et al. (8) studied the influence of several parame-
ters on the obtained particle size when using the spray
chilling microencapsulation process. By varying the at-
omising pressure and liquid feed rate, they reported that
the microparticle median sizes ranged from 58 to 278
pum and that the total process yields range from 81 to 96
%. An increased liquid feed rate was found to increase
microparticle size, and higher atomising pressures were
found to decrease the microparticle size. These authors
concluded that the dominant process parameter regard-
ing microparticle size is achieved by monitoring the at-
omising pressure in relation to the feed rate.

Morphological Characteristics of Particles

Regarding the physical structure, particles produced
by spray chilling are typically matrix-type particles, where
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the active ingredient is dissolved or dispersed through-
out the volume of the particle and not just in its centre.
As this is not a reservoir-type system, where the bio-
active compound is fully covered by the carrier, these
particles cannot be denominated as microcapsules but
are instead denominated as microspheres or micropar-
ticles (for those produced on the micrometre scale). Fig. 4
shows particles or microspheres produced by the spray
chilling technique.

Fig. 4. Micrograph obtained by scanning electron microscopy
(SEM) of particles produced by spray chilling using palm oil as
a carrier (500x magnification)

In general, the particles produced by spray chilling
are micrometric and impermeable to water (but not re-
sistant to water). The particles have a spherical form,
which facilitates their flow, and the active ingredient is
normally distributed uniformly within the entire particle
volume (8). These are several essential qualities for a
suitable incorporation of the material due to the reduc-
tion of surface tension between the microparticle hydro-
phobic surface and the aqueous environment to which it
is added, thus allowing the flow of particles in the food
matrix (26). Because the process does not involve sol-
vent evaporation, which is commonly observed in other
techniques such as spray drying, the particles produced
by spray chilling are usually dense and not porous, and
they tend to be mechanically resistant and remain intact
upon agitation (26).

The particle size depends on both formulating and
operating parameters. Formulating parameters include
the size and concentration of the active ingredient as
well as the viscosity of the feed. The operating parame-
ters consist of the configuration of the atomisation de-
vice and working conditions (i.e. disk configuration, disk
rotational speed, air nozzle pressure, and temperature).
An additional coating may be applied to microparticles
obtained by spray chilling, using spray coating technol-
ogy, to ensure a complete coverage of the particle and to
eliminate undesirable interactions during embedding and
storage (26).

Regarding the equipment operational configuration,
there is a specific height to be used to obtain a suitable
fall of particles, and such a parameter depends on the
required particle size and melting characteristics of the
material (14).

Carriers and Additives Used in Food/Feed
Encapsulation

Lipids are interesting alternatives to be used as coat-
ing materials due to their ability to assume a variety of
morphological states, such as emulsions, liposomes and
SLMs (35). Several characteristics of a suitable carrier
should be taken into consideration prior to the process
as follows: regulatory acceptability for use in foods; sta-
bility under typical process conditions; ease of atomisa-
tion; and moderate melting temperature, which is aimed
at minimising the degradation of the filling component
(36). A proper selection of the carrier is important be-
cause it may change some properties of the encapsulated
material, such as control of the release profile, masking
of unpleasant taste, reduction of gastrointestinal irrita-
tion, and increased viability in some media (2,9,37-39).

The use of surfactants directly impacts the stability
of SLMs. The choice of the surfactant agent depends on
the compound to be encapsulated and also on the appli-
cation of the final product. The surfactant should not
provide undesirable characteristics to the final product
(40,41).

The particle release profile can also be influenced by
changes in lipid matrices, concentration of surfactant
(such as soy lecithin) and by some production parame-
ters (42). These surfactants are added to provide greater
stability to the capsule as they aid in effective connec-
tion between the active ingredient and the matrix. Sev-
eral researchers have analysed the incorporation of leci-
thin in the lipid matrix to optimise the incorporation of
the active ingredient, and they showed that the encapsu-
lation efficiency increases linearly with increasing con-
centration of lecithin (up to a certain percentage). This
effect was attributed to the development of micelles in
the middle of the lipid matrix, which contributes to an
additional incorporation of the active ingredient (43).

Release Mechanism

Microencapsulation enables controlled release of the
active ingredient. In response to specific stimuli, the par-
ticle releases its active ingredient in a specific environ-
ment. The release mechanisms of bioactive compound
from solid lipid microparticles in the intestine can be as-
sociated with the presence of digestive enzymes, partic-
ularly pancreatic lipase and bile salts (which act as de-
tergents). Another possible release mechanism is through
the increase of the temperature above the melting point
of the carrier.

The particle type, geometry and composition define
the release mechanism of the active ingredient. The pro-
cesses that employ hydrophilic carriers generally trigger
a more rapid release of the active ingredient in relation
to those agents that have a lipid carrier (fats and waxes),
thus retarding the release of the active compound (44).
The release of active ingredients from particles obtained
by spray chilling can occur via erosion and leaching of
the matrix. Depending on the type and concentration,
some surfactants can dramatically affect the dissolution
rate of the matrix.
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With regard to SLMs, the release rate can be acti-
vated by enzymatic degradation or temperature. When
activated by enzymes, lipids are degraded by the action
of lipases in the digestive system. When activated by
temperature, the active ingredient is released in re-
sponse to the temperature change affecting the physical
state and release rate of the bioactive compound. In this
context, two distinct concepts should be noted: (i) tem-
perature sensitivity, which is an important characteristic
that needs to be taken into consideration for those mate-
rials that expand or collapse when a critical temperature
is reached, and (ii) activation by fusion, which is related
to the melting of the carrier, such as those made of mod-
ified lipid or wax, in response to the increasing tempera-
ture (45).

With respect to vitamins, which are potentially oxi-
disable compounds, the microencapsulation process can
also increase their chemical stability and improve the
masking of possible off-flavours or odours. In this case,
the vitamin must be released after ingestion or directly
in the stomach or intestines. For this purpose, hydro-
phobic materials are employed, although cellulose deri-
vatives and cross-linked proteins can also promote en-
teral release (46).

The concept of release after ingestion, which reflects
the actual digestion mechanism of the carrier, is con-
nected with the condition of microparticles containing
probiotics. These microorganisms are beneficial to the
host’s health. However, to be effective, the probiotic
strain must remain alive after passing through the stom-
ach because acidic medium and the presence of oxygen
are harmful to the microorganism (47-49). Therefore, the
timing associated with the fact that lipid digestion (car-
rier) effectively takes place in the intestine where the
probiotic strain must act reflects the efficiency and the
basic condition to apply this technique.

In the SLM, not the entire bioactive ingredient is ef-
fectively encapsulated as it remains on the particle sur-
face. This condition leads to a high initial release of this
bioactive compound and is followed by the osmotic dif-
fusion (even if in a small amount) in the matrix. Mecha-
nical breakdowns and melting of the lipid matrix elements
also release the bioactive compound (6). Additionally,
other factors influence the release kinetics, such as os-
motic force, slow diffusion rate of water through the
imperfections of the capsule, and mechanical disruption
(6).

Zaky et al. (50) studied the factors that impact the
release kinetics of protein in triglyceride microparticles
prepared by spray congealing. These authors investigat-
ed the effect of the protein particle size, morphology and
distribution in the release of the encapsulated micro-
particles by confocal laser scanning microscopy (CLSM).
The results showed that water entered and dissolved the
protein, which led to the formation of water-filled pores
allowing the diffusion of the active ingredient in the out-
side part of the matrix. The penetration of water and re-
lease of protein are strongly correlated, showing the im-
portance of more realistic three-dimensional analysis to
study the distribution of the protein within the particle.

Furthermore, SLMs have the advantage of lipids be-
ing easily digested in the intestine by lipases causing the

release of active compounds in the vicinity of their site
of action. Thus, it would be interesting to encapsulate
probiotics, prebiotics, some proteins, peptides, iron, ©-3
fatty acids, vitamins, antioxidants and many other com-
pounds.

Advantages of the Process

Currently, the use of spray chilling has increased due
to the numerous advantages associated with the techno-
logical process, such as speed, performance, and relative-
ly low cost. Once this technique does not require the use
of water or organic solvents, the elimination of residual
solvents will not be required. Moreover, it is a fast, safe
and reproducible physical process because it is associ-
ated with an easy adjustment of particle size (51).

In the last two decades, spray chilling has been con-
sidered to be an environmentally friendly technique com-
pared to other procedures, such as spray drying. Spray
chilling also reduces energy use and time of operation
(52). Another positive aspect is the ease to scale up the
production because this technique can be operated con-
tinuously with the elimination of some manufacturing
steps (53).

Other advantages of spray chilling include the use
of low temperature in the process, thus not requiring
heat. Moreover, there is usually controlled release of the
SLM contents around the melting point of the carrier
and by digestion of the carrier in the intestine. The
SLMs are almost perfect spheres, which are structures
that give free-flowing powders.

Disadvantages of the Process

Although SLMs present some advantages, some of
the technological disadvantages are as follows: low en-
capsulation capacity of the active material; possibility of
expulsion of the active ingredient by the matrix during
the particle shelf life; and the degradation of lipid car-
rier applied for the dispersion development, which may
affect the active ingredient material, thereby influencing
its stability and/or its release profile (54).

Another limitation to be considered is the proper
choice of the material to be encapsulated. The encapsu-
lated material should be stable at the carrier melting
temperature. For many thermolabile or unstable food in-
gredients, the degradation temperature is recurrently
low, thereby reducing the possibilities of using a suitable
carrier. The use of molten mixtures should also be con-
sidered, which requires operational attention to avoid
agglomeration and solidification of such materials in the
production line, thus impairing the efficiency of the ato-
misation process.

The method has a drawback related to fast cooling
rates that sometimes crystallise the lipid matrix into a
polymorphic form (unstable o arrangement), which leads
to the development of disordered chains and/or unde-
sirable orientation, thus promoting lower barrier prop-
erties due to the tendency of more stable arrangements
resulting in the release of the active ingredient (32,53).

Other possible disadvantages include the effect of
particles on food texture, which depends on the particle
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size, as well as the possibility of particles to float in lig-
uid systems. In addition, SLMs prepared by spray chill-
ing are insoluble in water due to the lipid carrier, which
can limit or not allow some applications. Moreover, the
matrix structure of the particles obtained by spray chill-
ing leads to the dispersion of the part of the active mate-
rial that is not protected on the surface of the particles.

Encapsulation of Functional Ingredients by
Spray Chilling

Microencapsulation has been widely used in various
industrial applications. However, even though microen-
capsulation by spray chilling has been thoroughly stud-
ied in the last years, especially in the pharmaceutical
and veterinary production, it has just a few food-based
industrial applications. Although the use of encapsula-
tion is fairly new in the food field, the interest in spray
chilling technology has grown significantly. This interest
grows as the need arises to develop alternatives for new
applications. In this regard, the encapsulation of food in-
gredients that present functional properties has been stud-
ied more vigorously.

A common characteristic of many functional ingre-
dients is that they are subjected to rapid inactivation or
degradation (55). Thus, the incorporation of bioactive in-
gredients in foods presents many challenges, especially
with respect to their stability during processing and stor-
age and the need to prevent undesirable interactions with
the food matrix (56). Encapsulation technology arises in
this context as a viable alternative to ensure that the
functional ingredient may be active in the body, that is,
it must be delivered to the site of action at a relevant
concentration for a sufficiently long period of time to do
its work. Furthermore, by encapsulating the active ingre-
dient into a food matrix, the loss of food quality is avoid-
ed, thus ensuring the product’s intrinsic characteristics
(67).

Although rarely studied by food researchers, spray
chilling has several advantages that make it an impor-
tant alternative for encapsulation of functional ingredi-
ents. The process is fast, simple and relatively inexpen-
sive. Moreover, spray chilling can be applied to different
types of functional ingredients, such as vitamins, miner-
als, antioxidant compounds, proteins, protein hydroly-
sates and probiotic microorganisms.

The use of lipid material as a carrier together with
the use of low temperatures and the absence of organic
solvents during the process are some of the advantages
that have encouraged researchers to explore the micro-
encapsulation of food ingredients by means of spray
chilling to overcome technological limitations in their
use. The process has been tested for different purposes,
including the development of controlled release systems
and protection of food ingredients against adverse envi-
ronmental conditions, such as the presence of light, oxy-
gen or unfavourable pH. Furthermore, the process has
been tested for taste masking and encapsulation of fla-
vour ingredients, such as peptides and proteins, with
therapeutic potential.

Encapsulation of Probiotic Microorganisms

Although the first reports involving studies with
probiotics are not recent, the incorporation of these mi-
croorganisms in foods is still considered a challenge to
the industry. Probiotics represent one of the most impor-
tant classes of functional ingredients and are defined as
live microorganisms that, when administered in adequate
amounts, confer a health benefit to the host (58).

To be able to present prophylactic or therapeutic
functions, probiotic microorganisms need to have their
functional structures preserved until they reach their site
of action in a high enough quantity to be capable of pos-
itively influencing the local microbiota (565). However, a
number of factors may compromise the functionality and/
or the viability of probiotic microorganisms. These fac-
tors are related to the technological processes used for
food production, the physicochemical characteristics of
the food matrix to which the probiotic is added and its
passage through the gastrointestinal tract until its arrival
in the intestine, which is its primary site of action (59).

Microencapsulation is a promising alternative to over-
come the problems related to the vulnerability of pro-
biotic cells to adverse factors, including the presence of
oxygen and acidic media (60,61). Various techniques
have been used for the encapsulation of probiotics, and
each technique presents particular advantages and dis-
advantages. Among the available techniques, the follow-
ing are highlighted: extrusion, atomisation or spray drying,
emulsion, coacervation, spray coating and immobilisation
in fat or starch granules (62).

The spray chilling technique has several advantages
in the encapsulation of probiotic microorganisms. The ab-
sence of organic solvents during the encapsulation pro-
cess is one of these advantages. The use of these organic
chemicals is necessary in other techniques and may be
toxic/lethal to the probiotic strains, which compromises
not only the viability but also their functionality.

With spray chilling, it is possible to develop SLMs
only by using the lipid matrix and a probiotic culture
without using any further substance. Furthermore, spray
chilling does not require the application of high temper-
atures to produce the microparticles that contain pro-
biotics, which differs from the spray drying and extru-
sion techniques. However, there is the need to melt the
lipid matrix. It is possible to use fats with a low melting
point, which prevents the microorganism from being af-
fected by the temperature. Another good aspect of the
spray chilling technique is related to the release mecha-
nism of the active ingredient. If the matrix is composed
of fats, the release of the bacteria occurs directly in the
intestine as a result of the action of lipases present in the
intestinal lumen.

Pedroso et al. (2) encapsulated probiotics by spray
chilling using interesterified palm fat and palm kernel,
and they found that the SLMs provided protection for
Bifidobacterium lactis and Lactobacillus acidophilus against
the simulated gastric and intestinal fluids. Moreover,
they obtained promising results for viability during stor-
age when refrigerator and freezer storage temperatures
were applied.
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Pedroso et al. (3) also reported that the encapsula-
tion of B. lactis and L. acidophilus in cocoa fat by spray
chilling provides protection and cell viability. Although
in vivo gastrointestinal studies demonstrate protection,
the viability during storage of SLMs is low. This study
indicated that spray chilling using fat as a carrier is an
innovative technology for the protection, application and
delivery of probiotics. The use of spray chilling favours
the microencapsulation of bacteria mainly because it does
not employ high temperatures or toxic solvents in the
process.

Encapsulation of Vitamins and Minerals

Vitamins may be added to food products to enhance
their nutritional value or to act as additives, such as an-
tioxidants or colouring agents added to cured products.
Herein, essential minerals are usually added to foods to
enhance their nutritional value. The nutrients in these
foods may be hampered by the low stability of vitamins
or by their ability to interact with other food compounds,
thus promoting undesirable changes to the food chem-
ical and sensory properties. Iron is a classic example be-
cause its bioavailability is severely affected by inter-
actions with food compounds (e.g. tannins, phytates and
polyphenols), and iron may also act as a catalyst for the
oxidation of fats and vitamins (56). Microencapsulation
has been studied as an alternative to add these nutrients
to foods. Once more, the choice of the encapsulation
technique is a limiting factor because the vitamin con-
tent and chemical stability can be negatively affected by
several factors related to the microencapsulation process-
es. Some technological features related to spray chilling,
such as not using organic solvents and high tem-
peratures, have stimulated further studies involving the
encapsulation of these nutrients.

To develop a stable salt for the fortification of io-
dine, iron and vitamin A, Zimmermann et al. (63) ap-
plied the spray chilling technique to package potassium
iodate, micronised ferric pyrophosphate, and retinyl pal-
mitate into microcapsules (mean particle size of 100 um)
using hydrogenated palm oil as a carrier. The purpose of
microencapsulation was to ensure iron bioavailability to
prevent colour changes and to ensure the chemical sta-
bility of iodine and vitamin A. The microparticles were
used in a randomised, double-blind trial that evaluated
the bioavailability of these nutrients and the nutritional
deficit in the studied population. The results showed
that iron, vitamin A and iodate are highly stable when
added to salt, and its use for a six-month period is ef-
ficacious in reducing the prevalence of iron, iodine, and
vitamin A deficiencies in the studied population.

The addition of vitamin E to foods represents an
interesting strategy to ensure its adequate daily intake.
However, the addition of vitamin E into foods may be
difficult due to its chemical instability, that is, it slowly
undergoes oxidation by atmospheric oxygen by means
of a reaction catalysed by light and heat in the presence
of metals. Based on this consideration, Gamboa et al. (28)
used the spray chilling technique to encapsulate a-toco-
pherol using interesterified fat with no trans isomer fatty
acids prepared with fully hydrogenated soybean oil and
soybean oil in the mass ratio of 70:30. The results showed

values for the encapsulation efficiency above 90 %, and
high levels of retention of the active agent were attained.
Thus, the a-tocopherol encapsulation by spray chilling
was successful.

Vitamin C is another important nutrient for food
companies. This vitamin is widely used by the industry
to supplement foods or to act as an antioxidant agent.
However, the stability of vitamin C is considerably re-
duced when it is added to solutions due to the influence
of temperature, pH, and presence of oxygen and metal
ions (64). In a study performed by our research group
(unpublished data), ascorbic acid was encapsulated by
spray chilling using interesterified fat and palm kernel
oil as a carrier. The results showed that the stability of
ascorbic acid was substantially higher compared to free
ascorbic acid. By measuring the instrumental colour, it
was possible to observe a significant colour change in
free ascorbic acid stored at 22 and 37 °C. This effect was
associated with the development of compounds result-
ing from the degradation of ascorbic acid. In contrast,
the colour change observed in the encapsulated ascorbic
acid stored under similar conditions was considerably
smaller, thereby confirming that spray chilling is a use-
ful alternative to enhance the chemical stability of ascor-
bic acid.

Zoet et al. (65) patented microencapsulation of fat-
-soluble vitamins (e.g. vitamin D) by a spray cooling/
chilling process. The process included making a homo-
geneous solution of a fat-soluble vitamin with the fatty
phase preferably being a hydrogenated vegetable oil,
such as palm kernel oil, cotton seed oil, sesame seed oil,
palm oil, carnauba wax or beeswax. These authors sug-
gested that the carrier should have a melting point in
the range from 45 to 90 °C, and their invention relates to
the use of microencapsulated fat-soluble vitamins, which
was defined herein before as an ingredient in animal
feed.

Encapsulation of Proteins and Protein
Hydrolysates

The application of hydrolysed proteins that have a
specific biological activity for the development of func-
tional foods is of great interest for industrial purposes.
However, the bitterness of hydrolysates and their low
structural stability may limit the use of these ingredients
in food products. Additionally, some protein hydroly-
sates are hygroscopic and reactive (66). In this case, en-
capsulation can be useful for masking the bitter taste
and preventing the high reactivity of protein hydroly-
sates, which may cause undesirable changes in food. Al-
though scientific studies are limited in the literature, the
spray chilling technique has been mainly studied for
masking the taste of antibiotics (38).

Taste masking is often cited in the literature as one
of the main purposes of drug/food microencapsulation.
However, spray chilling has not been explored for this
purpose by food companies, and only few studies have
explored the application of spray chilling microencapsu-
lation in the production of drugs. Yajima ef al. (38) re-
ported the microencapsulation of clarithromycin, which
is a macrolide antibiotic that has a strong bitter flavour.
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These authors found that when clarithromycin was micro-
encapsulated using glyceryl monostearate and amino-
alkyl methacrylate copolymer, the drug did not dissolve
in the mouth but instead was released immediately in
the intestinal tract, resulting not only in taste masking
but also offering a high bioavailability.

Another application of spray chilling that has not
been fully explored is the microencapsulation of proteins
and peptides. Although the use of these components in
pharmaceutical formulations has experienced rapid growth
since 1980 with the advent of recombinant DNA techno-
logy, the development of delivery systems is still con-
sidered challenging due to difficulties in maintaining the
stability of proteins (67).

The choice of the technique for encapsulation is li-
mited by the need for maintaining the integrity and bio-
activity of the protein, and the use of high temperatures
and organic solvents are two factors that can be directly
linked with protein denaturation (68). Taking this into
consideration, the use of spray chilling can be advanta-
geous because the process does not require the use of
organic solvents or elevated temperatures. Moreover, car-
riers that have a high biocompatibility, such as triacyl-
glycerides, are used in formulations for parenteral de-
livery (9). Several publications have addressed the use
of microencapsulation for the development of controlled
release systems for peptides and proteins of high thera-
peutic potential, including lactase (69), somatostatin (70),
insulin (9), growth hormone (71) and casein hydrolysate
(72). Recently, a study conducted by Maschke et al. (9)
showed positive results regarding the stability of insulin
towards the spray chilling microencapsulation process.
Using glycerol tripalmitate as the carrier, these authors
demonstrated that it is possible to obtain spherical mi-
crocapsules with different protein fractions (0.5, 1 and 2
%) with particle sizes between 182.2 and 315 pm, and
their experimental results also showed that insulin is re-
leased for at least 28 days, indicating a possible release
for up to six months.

Di Sabatino et al. (73) produced lipid-based particu-
late systems by a spray congealing technique using bo-
vine serum albumin as the model protein, and they re-
ported that the solvent-free drug encapsulation process
can be successfully employed to obtain particles with
high (10-20 % by mass) protein loading without altering
its structure.

Despite the therapeutic potential of some peptides,
proteins and protein hydrolysates, their low structural
stability (especially for proteins), bitter taste (of some
peptides and hydrolysates), hygroscopicity, allergenicity
and reactivity represent obstacles for their use with the
aim to produce functional foods. In addition, some of
these products should not be digested before they reach
the gut because digestion can destroy their therapeutic
effect. Consequently, the use of these protein hydroly-
sates is challenging for both food industries and re-
searchers. Microencapsulation by spray chilling technol-
ogy may be an alternative for reducing these problems.
As this process does not require the use of organic or
aqueous solvents and high temperatures, it could be suit-
able for protection and production of protein delivery
systems.

Conclusions

Although spray chilling encapsulation is not a new
method, it is exploited to a lesser extent compared to
spray drying encapsulation, especially in the food sci-
ence field. In the last 10 years, however, mainly in the
veterinary and pharmaceutical fields, there has been a
significant increase of published papers involving spray
chilling microencapsulation. Many recent research arti-
cles have aimed at understanding the process variables
of spray chilling encapsulation and to propose changes
in the equipment and/or procedures, as well as to pro-
pose new carriers in order to improve the process per-
formance in relation to the development of microparti-
cles. It is likely that with the increase of successful reports
on spray chilling encapsulation, more researchers will be
interested in using this technique, thus enabling further
studies and new applications in various technological
fields.

This technique represents an excellent alternative for
encapsulation of various food ingredients with the pos-
sibility of providing controlled release, taste and aroma
masking as well as conferring a remarkable stability for
different compounds. In addition to the above-men-
tioned applications, the use of spray chilling technique
has a potential to address many other limitations in the
food industry, such as the reduction in the volatility of
flavourings and the hygroscopicity of powders, without
excessively increasing the commercial value of food in-
gredients once it becomes a low-cost technique.
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