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RESUMO

TEIXEIRA, G.A.B. Desenvolvimento de sorvete de maracuja enriquecido com luteina
nanoencapsulada. 2022. 85 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2022.

A luteina é um importante bioativo devido & sua potente atividade antioxidante, bem
como possibilidade de utilizagdo como corante natural devido a sua intensa cor amarela. No
entanto, esse carotenoide é sensivel a oxidacdo por fatores como alta temperatura, pH baixos e
exposicdo a luz. A microencapsulacdo é uma alternativa para a reducdo e prevencao de tais
processos de degradacdo, e dentre os métodos mais utilizados para protecdo de bioativos
hidrofébicos como a luteina estd a emulsificagdo. O objetivo do presente trabalho de Mestrado
foi produzir um sorvete incorporado com luteina nanoencapsulada, avaliando as caracteristicas
fisico-quimicas, bem como a bioacessibilidade do carotenoide incorporado e avaliagdo da
aceitacdo do sorvete por meio de analise sensorial. A nanoemulsdo foi produzida por
homogeneizagdo a alta pressdo, usando triglicerideos de cadeia média como fase oleosa e
fosfolipidios como tensoativos. Foram produzidas trés formulagdes de sorvete (um controle com
mistura comercial de sabor e cor de maracuja, e duas com 0,2% de nanoemulséo de luteina e 50%
de reducdo de acgucar, sendo uma delas com 0,5% de &cido citrico). A luteina apresentou
estabilidade na nanoemulséo ao longo dos 120 dias de armazenamento sob refrigeragdo. Por sua
vez, nos sorvetes a luteina mostrou-se extremamente estavel por 90 dias de armazenagem. Nos
resultados obtidos por colorimetria instrumental, observou-se que os valores de b*, que representa
as coordenadas azul-amarelo, nos tratamentos com a luteina nanoencapsulada estdo mais préximo
do amarelo do que no controle, assim como para o angulo Hue, que nos tratamentos com a
nanoemulsao estdo mais proximos da tonalidade de amarelo (80°). Por sua vez, os dados obtidos
por a digestdo in vitro estatica mostrou uma quantidade significativa de luteina nos tratamentos
com a nanoemulsdo, com aproximadamente 65% de luteina preservada ao final da fase géastrica,
e 33% ainda preservada ao final da fase intestinal. Comparando-se os dados com a quantidade
inicial de luteina nos sorvetes, ainda h&d um terco como bioacessivel apds a fase intestinal. Pela
andlise sensorial, as formulagGes de sorvetes testadas com a nanoemulsdo tiveram uma boa
aceitacdo em relacdo aos atributos com notas superiores a 6 (gostei muito) e pelo teste CATA
(Check All That Apply) os atributos mais citados pelos provadores foram aparéncia cremosa, sabor
cremoso e cor amarelada. Portanto, a incorporacdo da nanoemulsdo de luteina mostrou-se como
uma opcdo altamente vidvel tecnoldgica e sensorialmente, resultando em um sorvete com
produzido com corante natural e uma quantidade de luteina significativa na forma bioacessivel

apos a digestao.

Palavras-chave: Luteina. Nanoemulsdo. Sorvete. Carotenoides.



ABSTRACT

TEIXEIRA, G.A.B. Development of passion fruit ice cream enriched with nanoencapsulated
lutein. 2022. 85 p. Dissertation (Master) — School of Animal Science and Food Engineering,
University of Sdo Paulo, Pirassununga, 2022.

Lutein is a bioactive with potent antioxidant activity, as a natural dye due to its intense
yellow color. However, this carotenoid is highly susceptible to oxidation by high temperature,
acid pH and exposure to light. Microencapsulation is an alternative to reduce and prevent these
degradation processes, and among the most used methods for the protection of hydrophobic
bioactives such as lutein is emulsification. The objective of this Master's work was to produce ice
creams incorporated with nanoencapsulated lutein, evaluating their physical-chemical
characteristics. Also, the bioacesibility of the carotenoid incorporated and evaluation of the
acceptance of ice cream through sensory analysis were evaluated. A nanoemulsion was produced
by high pressure homogenization, using medium chain triglycerides as oily phase and
phospholipids as surfactants. Three ice cream formulations were produced (one control with
commercial mixture of flavor and passion fruit color, and two with 0.2% lutein nanoemulsion and
50% sugar reduction, one with 0.5% citric acid). Lutein was highly stable in the nanoemulsion
over the 120 days of storage under refrigeration. Lutein in ice cream was extremely stable for 90
days of storage. Data obtained by instrumental colorimetry indicated the values of b*, which
represent the blue-yellow coordinates, in the treatments with nanoencapsulated lutein are closer
to yellow than in the control, as well as to the Hue angle, which in treatments with the
nanoemulsion are closer to the shade of yellow (80°). In turn, data obtained by static in vitro
digestion showed a significant amount of lutein in treatments with nanoemulsion, with
approximately 65% lutein preserved at the end of the gastric phase, and 33% still preserved at the
end of the intestinal phase. Comparing the data with the initial amount of lutein in ice cream, there
is still one third as bioacessible after the intestinal phase. By sensory analysis, as ice cream
incorporated with the nanoemulsions had a good acceptance in relation to attributes with scores
higher than 6 (“liked very much”) and by the CATA test (Check All That Apply) the attributes
most cited by the panelists were creamy appearance, creamy flavor and yellow color. Therefore,
the incorporation of lutein nanoemulsion proved to be a highly technologically and sensoryally
viable option, resulting in an ice cream with natural dye and an amount of lutein in the

bioaccessible form after in vitro digestion.

Keywords: Lutein. Nanoemulsion. Ice cream. Carotenoids.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Consumo em milhdes de litros de sorvete no Brasil ente os anos de 2003 e 2020 ....13

Figura 2: Representacdo da microestrutura fisica do SOrVete..........ccccvvveieieceecicceese e, 15
Figura 3: Tagetes PAUIA L.........c.cooiiiiiiiiiiieeee e 16
Figura 4: Estrutura quimica da molécula de TUteina............ccccoovveviciiiiiicic e 17

Figura 5: Exemplos dos diferentes tipos de encapsulacdo baseadas em sistemas emulsionados
utilizados como sistemas de

TIDEIAGED. ...t 19
Figura 6: Representagdo esquematica dos tipos de emulsdes simples e emulsdes maltiplas:
A/O, O/Ae

L TSRS 20

Figura 7: Representagdo esquematica dos fenémenos fisico-quimicos que podem afetar a
estabilidade das
NANOEMUISBES. ... eveeeie ittt sttt e be et e e e s e be s se e e e sbeebeeseesbeateateentesseesenseenaenreaneenes 21

Figura 8: Representacdo esquematica do mecanismo dos equipamentos para producédo de
emulsdes, dos quais: a) homogeneizador de alta pressao, b) microfluidizador, c)
homOogeNEIZador UIraSSONICO. ........ccviiiiiiie ettt s te ettt e e srestaeaesre s 22

Figura 9: Fluxograma do processamento de producgdo dos sorvetes de maracuja utilizados na

PrESENTE DISSEITAGAD. ... ..viueeeieteitisieie ettt sttt sttt sttt e e et et ebe st e sbe st et ateee e neeeeneas 30
Figura 10: Probe de ago inoxidavel do tipo TA-18A ...t 35
Figura 11: Aspecto visual dos SOrvetes de MaraCUJa..........cccuoerveueirieenieinieenise s 42

Figura 12: Sorvete de maracuja incorporado com nanoemulsédo de luteina encapsulada (a) final

da fase oral, (b) comeco da fase gastrica, (c) final da fase gastrica, (d) comeco da fase intestinal,
e em (e) final da fase

INEESTINGLL ... et e e st e et s beebeete e besbesbe e b e steeaeebeeaeesreereenrens 59

Figura 13: Grafico de radar das notas médias para os atributos avaliados pelos panelistas no
teste de aceitacdo dos sorvetes de
LA T (oL - RSP S 61

Figura 14: Grafico de radar da distribuicdo da frequéncia dos termos descritivos no
questionario CATA dos sorvetes de
IMATACUJA. ...ttt t et bbbttt e b et e b b et e bbbt et e bt ee ekt e b e e et e Rt et et b b e ne st ettt 64



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Composi¢do da nanoemulsdo produzida com luteina encapsulada................ccv..e.e. 28

Tabela 2: Formulac@es utilizadas para producéo dos sorvetes de maracuja caracterizados nessa
DISSEITAGAD. ...ttt b bbbttt h bt bt et R Rttt 31

Tabela 3: Volumes das solucdes estoque de eletrolitos adicionados para produzir 400 mL dos fluidos de
digestdo diluidos com agua para concentragao de 1,25X......c.c.civverirriiirieiieeissesieeee s sres sresessens 38

Tabela 4: Quantificagdo de luteina encapsulada na nanoemulsdo ao longo do tempo de armazenagem
em concentracdo de luteina (g/100 g da NANOEMUISED) ....c.vevevverveiiiiie e e 40

Tabela 5: Quantificacdo da luteina incorporada nos sorvetes de maracuja, ao longo do tempo de
armazenagem em concentragdo de luteina (9/100 g da Nan0emMUISAD) ......cc.vcceveeerreienerenieieriee e 41

Tabela 6: Caracterizagio dos SOrVetes de MArACUJA........c...ccvevevieevererererereieeeses ettt 43

Tabela 7: Determinacdo de pH ao longo do tempo de armazenagem nos sorvetes de maracuja
PIOGUZITOS. ... vttt ettt bbbtk stk h bt b et bbbt bt b e b e b ekt bbbt £ ek bt et e eb et et 45

Tabela 8: Determinagio do tempo de primeira gota (“first drop”) e taxa de derretimento ao longo do
tempo de armazenagem dos sorvetes de maracujd ProduZidoS.........ccvevrvererreieeeieseeesesesee e e 46

Tabela 9: Resultados de colorimetria instrumental dos sorvetes de maracuja produzidos, ao longo do
tEMPO A8 AIMAZENAGEIM.....eveviieteiteesteist et sttt sttt ete et et e s b et e s b e s e et etesbetesbebeseete s ebe e ebeseebe e sbesessereas srnerennas 48

Tabela 10: Determinacéo do perfil de textura dos sorvetes de maracuja produzidos, ao longo do tempo
(o LI T (V= o T =T o OSSR 51

Tabela 11: Determinacéo do contelido de fendlicos totais nos sorvetes de maracuja produzidos, ao longo
do tempo de armazenagem em concentracdo de EAG mg/100g da amostra.........cccceverevervrernseeneeenieennes 54

Tabela 12: Determinacéo da capacidade redutora do ferro (FRAP) nos sorvetes de maracuja produzidos,
ao longo do tempo de armazenagem em Mol Trolox Equivalente/g de amostra............ccocvvvvevieeivevienen. 55

Tabela 13: Determinacéo da capacidade de sequestro do radical ABTS nos sorvetes de maracuja
produzidos, ao longo do tempo de armazenagem em Mol Trolox Equivalente/g de amostra................... 57

Tabela 14: Resultados da quantificacéo da luteina encapsulada nos extratos dos sorvetes e nas fragcdes
digeridas em concentracdo de mg de luteina/100g A SOIVELE.......ccververeeieeeiere e reens 58

Tabela 15: Notas médias para os atributos avaliados pelos panelistas no teste de aceitagdo dos sorvetes
o LC T Vol | T U SOPTSPSPS 60



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ABIS - Associacdo Brasileira das Industrias e do Setor de Sorvetes
ABNT - Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
ANOVA — Analise de variancia

A/O — Emulséo agua-6leo

A/O/A — Emulsdo multipla &gua-6leo-agua

AOAC - Association of Official Analytical Chemists
ABTS - 2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BHT - hidroxitolueno butilano

CATA - Check all that apply

DMRI - Degeneracdo macular relacionada a idade
DRI — Degeneracdo relacionada a idade

EAG - Acido galico equivalente

FRAP - Ferric Reducing Antioxidant Power

HCI — &cido cloridrico

KDa — QuiloDalton

INC — Informagéo Nutricional Complementar

KOH - Hidroxido de potéssio

kHz — Quilohertz

MHz — Megahertz

O/A — Emulsdo 6leo em agua

O/A/O — Emulsdo multipla 6leo em &gua em 6leo

PP - Polipropileno

TBA - &cido tiobarbitarico

TCA — &cido tricloroacético

TPA - Texture profile analysis

TPTZ — Tripiridiltriazina


about:blank

SUMARIO

1 LN EEI0] 5161070 I 12
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 13
2.1 SORVETES: CONSUMO E FORMULACAO COMO ALIMENTOS
FUNCIONALS. ..ottt sttt eb et s et e eneee 13
2.1.1  MICrOestrutura de SOMVELES.........ccueiiierieie ettt 15
2.2 ESTRUTURA E ATIVIDADE BIOLOGICA DA LUTEINA ..o, 16
2.3 MICROENCAPSULAC,‘AO EM ALIMENTOS.......c oo 18
2.3.1 Nanoemulsdes: Definic8o e Estabilidade ...........c.cocoviiiiiiiiiiiiene 20
24 DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS ALIMENTICIOS PARA
CONSUMIDORES SENIORES ...ttt 24
2.4.1 Digestéo in vitro adaptada para consumidores SENIONES..........cccevverververereeeenn 26
3 OBUJIETIVOS ..ottt ettt 28
4 MATERIAIS E METODOS .......oooiieieiersieee et sesisses s s ssnessens 29
41 MATERIAIS ..o ettt ns 29
4.2 METODOS ...ttt sttt 30
4.2.1 Extracdo e quantificacdo da luteina encapsulada nas emulsdes por
ESPECIIOTOIOMELITA ... ettt 30
4.2.2 Producéo do sorvete de maracuja incorporado com emulsdes contendo luteina
ENCAPSUIATA ... s 30
4.2.3 Caracterizacao fisico-quimica do sorvete de maracuja incorporando emulsdes
com luteina encapSUIATE ..........cceriieeiee s 32
4.2.3.1 Determinacdo da composicdo centesimal, pH, teor de so6lidos soltveis e

(01T 0 (0 T TSRS OPPPPPPR 32
4.2.3.2 Determinagdo de cor instrumental doS SOIVeteS...........ccooeririneiienicneniiinias 33
4.2.3.3 Determinacgéo do tempo de primeira gota (“first drop”) ¢ da taxa de

(0 L= =] T T (o SRS 34
4.2.4  Determinacgéo da capacidade antioxidante dos SOrVetes..........cccooveveereriesinenne. 34
4.2.4.1 PreparaGio d0S EXIIALOS ......cceerveririieiesie e sieerie sttt sre e s 34
4.2.4.2 Determinacdo do conteido de fenolicos totais (CFT) ...coccvvvvevviiereiieicieinn 34
4.2.4.3 Determinacdo da capacidade de sequestro do radical ABTS ...........cccceviennnne, 35
4.2.3.3 Determinacédo da capacidade redutora do ferro (FRAP) ......cccoveiivvciciiinnnn, 35
4.2.5  Analise instrumental de textura (TPA) ..o 36
4.2.6  Avaliacio Sensorial d0S SOMVELES ..........ccvvirierierieie sttt 37

4.2.7  Ensaios de digeStao iN VITIO .......ccccoveriiiiiiieieiese e 38



4.2.8  Determinacdo da luteina encapsulada nos sorvetes e nas fracdes digeridas por

(o 0] g g =100 2=V 1 - SRR 39
4.2.9  ANALISES ESTAtISTICAS ....vveveieieieiieiie et 39
5 RESULTADOS E DISCUSSAO .....coviiiiiiniireineiseieesessssse s 40
5.1 Quantificacdo da luteina encapsulada nas emulsdes ao longo do tempo de
AMMAZENAGEIMN ...ttt e e e e 41
5.2 Caracterizacdo fisico-quimica dos sorvetes de maracuja incorporado com
nanoemulsao de luteina encapsulada.............cccooveiieiiiic i 42
5.2.1  Quantificacdo da luteina encapsulada incorporada nos sorvetes de maracuja ao
longo do tempo de armMazZENAGEIM .........ccveiieeieiee e erte et e e e e et e e e e sre e 42
5.2.2  ASPeCto VisUal dOS SONVELES.........cccveiiieiiiiesie e 43
5.2.3  Determinacao da composicao centesimal, solidos soltveis e overrun............ 44
524  Determinagao d0 PH ......coiiiiiiiiiiiiee s 47

5.25  Determinagdo do tempo de primeira gota (“first drop”) e taxa de
AEITELIMENTO. ...t b bbbt 48

5.2.6 Determinacéo colorimétrica dos sorvetes contendo a luteina encapsulada.... 49

5.2.7 Analise instrumental de tEXTUIA .......vcveveieieiere e 51
5.3 Determinagéo da capacidade antioxidante dos SOrVetes..........cccocvevvrivereennns 55
5.3.1 Determinacgdo do conteudo de fendlicos totais..........cccceeeeveiieii e e 56
532 Determinacdo da capacidade redutora do ferro (FRAP) ......cocevvevviieinenne 57
5.3.3 Determinacdo da capacidade de sequestro do radical ABTS ............cccevvnee 58
5.4 Ensaios de digestdo in vitro estatica em condi¢cfes adaptadas a consumidores
T a0 1S PSSRSO 60
55 Avaliacdo sensorial A0S SOMVELES .........c.cccvevuieiiiieie e 61
551  TeSte 08 ACEITAGAD ... ...cveeeeeiee ittt 60
55.2  Teste sensorial CATA (Check-all-that-apply) ........ccoovviiiiiiiiiiiie 62
6 CONCLUSOES. ...ttt 68
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......covininiinineineie s 69

APENDICE A - Ficha da avaliaco sensorial dos SOrVEtes .............cccoevvvrvrereenean. 83



1 INTRODUCAO

O aumento do consumo de alimentos saudaveis nos ultimos anos tem levado a
indUstria de alimentos ao desenvolvimento cada vez mais intenso de produtos com aditivos
naturais e com apelo funcional. Visando contribuir com a satisfagdo dessa necessidade, a
industria do setor de sorvetes vem desenvolvendo produtos, por exemplo, com corantes
naturais e ingredientes com alegacédo funcional. Os sorvetes tém se mostrado 6timas matrizes
alimenticias para a incorporacdo de ingredientes com propriedades funcionais, como 0s
bioativos com agdo antioxidante, e ainda apresentam a vantagem da estabilidade prolongada
pelo fato de serem alimentos congelados (SOUZA et al., 2020; MOLINA et al., 2019).

A luteina é um pigmento natural da classe dos carotenoides presentes em vegetais,
frutas, cereais, gema do ovo e algumas flores, como a espécie Tagetes spp. Por possuir
atividade bioldgica reconhecida pela sua alta atividade antioxidante, produzindo beneficios
a saude, a luteina é considerada pela industria alimenticia como um ingrediente promissor.
Além da possibilidade de ser utilizada como um aditivo natural, o bioativo também pode ser
uma alternativa para a substituicdo de corantes artificiais amarelos (BUSCEMI et al., 2018).
No entanto, esse carotenoide é muito susceptivel a degradacdo por fatores externos, como
tratamento térmico, baixo pH, exposicdo a luz e apresenta baixa solubilidade em meios
aquosos. Nesse contexto, a microencapsulacdo se mostra como uma alternativa para a
prevencdo dos processos de degradacdo e ainda pode melhorar a solubilidade de bioativos
hidrofébicos em produtos predominantemente aquosos, e dentre 0s métodos mais utilizados
para alcancar tais objetivos esta a emulsificacdo (FREDE et al., 2014; VANISKI; CORTI;
DRUNKLER, 2017).

O objetivo do presente trabalho de Mestrado foi desenvolver um sorvete de massa
sabor maracuja incorporado com nanoemulsdo de luteina. Objetivou-se determinar a
viabilidade tecnologica e sensorial da incorporacdo da luteina nanoencapsulada em sorvete,
que teve suas caracteristicas fisico-quimicas (pH, cor instrumental, overrun, atividade
antioxidante, perfil de textura, taxa de derretimento e tempo de primeira gota) avaliadas ao
longo de 180 dias de armazenamento. Além disso, a bioacessibilidade do carotenoide
incorporado pelo ensaio de digestdo in vitro foi determinada. Por fim, realizou-se também a
avaliacdo da aceitabilidade do sorvete por meio de analise sensorial com os testes de
aceitacéo afetivos e CATA (Check All That Apply).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SORVETES: CONSUMO E FORMULACAO COMO ALIMENTOS FUNCIONAIS

Os sorvetes sdo um dos mais antigos produtos lacteos do mundo, amplamente consumidos
por diversos grupos de pessoas e faixas etarias. O mercado global de sorvetes deve crescer de
US$ 73,61 bilhdes em 2022 para US$ 104,96 bilhdes em 2029, com uma taxa de crescimento
anual de 5,20% no periodo de previsdo (2022-2029). Por ser um pais tropical, e com muitos
apreciadores em vérias regides, no Brasil sdo mais de 10 mil empresas ligadas ao setor, e em
2020 foram consumidos mais de 1 bilhdo de litros de sorvete, como apresentado na Figura 1, que
mostra o consumo em milhdes de litros por ano, com média de 4,98 litros por pessoa (ABIS,
2020). Tal fato resultou em aproximadamente 13 bilhdes de reais em faturamento para todo o
setor, ficando bem colocado em relag&o a outros paises, tanto no consumo (11° lugar) quanto na
producéo (10° lugar) de sorvetes, segundo o levantamento feito pela Associagéo Brasileira das
Industrias e do Setor de Sorvetes (ABIS, 2020).

Figura 1: Consumo em milhdes de litros de sorvete no Brasil ente os anos de 2003 e 2020.
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Fonte: (adaptado de ABIS, 2020)

A resolucdo RDC n° 266 de 2005 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
define os sorvetes que se encaixam com a nomenclatura de gelados comestiveis como “produto
alimenticio obtidos a partir de uma emulsdo de gorduras e proteinas, com ou sem adi¢éo de
outros ingredientes e substancias, ou de uma mistura de 4gua, agucares e outros ingredientes ou

substancias que devem ser submetidos ao congelamento de maneira tal que garantam a

13


about:blank
about:blank

conservacdo do produto no estado congelado ou parcialmente congelado, durante a
armazenagem, o transporte e a entrega para o consumo” (BRASIL, 2005).

Além disso, a exigéncia dos consumidores por alimentos mais saudaveis tem levado a
industria de sorvetes ao desenvolvimento de produtos com propriedades funcionais. Visando
contribuir com essa necessidade, diversos estudos tem sido realizados em relacdo aos sorvetes
funcionais, e pode-se citar alguns exemplos como: sorvete produzido com polpa e farinha de
casca de uva (BROTTO et al., 2012); sorvete incorporado com farinha de banana verde (SOUZA
et al., 2016); sorvete de cupuacu utilizando fibra de casca de maracuja (CARLOS et al., 2019)
sorvete de maracuja com extrato hidrossoltuvel do subproduto de arroz (SILVA et al., 2020);
sorvete com hidrolisados de clara de ovo (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2021); sorvetes
enriquecidos com Moringa Oleifera (ADEMOSUN et al., 2022); sorvete vegano com proteina
de ervilha e inulina como substituto da gordura (NARALA et al., 2022). No entanto, apenas
alguns poucos trabalhos discutiram a aplicacdo de antioxidantes naturais nos sorvetes, tais como
os curcuminoides (SOUZA et al, 2020; BORRIN et al., 2018; LIMA; BRITO-OLIVEIRA,
PINHO, 2016; SILVA et al., 2015).

Dentre os aspectos sensoriais mais importantes para a aceitacdo de um sorvete esta sua
aparéncia, sendo a cor um dos principais aspectos valorizados pelos consumidores. A cor do
alimento é uma caracteristica fundamental, que aumenta o apelo dos consumidores pelo produto.
Além disso, 0 uso de corantes naturais pela inddstria de alimentos estd sendo cada vez mais
requerido, pois 0s consumidores estdo repensando o consumo de corantes sintéticos devido aos
seus maleficios a saude. Dentre as desvantagens do uso de corantes artificiais, e a razdo pela qual
varios paises proibirem o seu uso, esta a ocorréncia de alergias alimentares especialmente em
criancas, devido ao uso de tartrazina (corante amarelo), por exemplo (MOUTINHO et al., 2007).
Sendo assim, substituindo o uso de aditivos sintéticos nos alimentos, os pigmentos naturais estdo
ganhando espaco rapidamente, ndo apenas por conferir cor aos produtos, mas também porque
diversos desses pigmentos podem também trazer beneficios a saude do consumidor ao atuar
como antioxidantes, como os carotenoides (CHAVES et al., 2018; CORREIA et al., 2008;
MANOHARAN et al., 2012; MOLINA et al., 2019).
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2.1.1 Microestrutura de sorvetes

Sorvetes sdo estruturas trifasicas, compostas por bolhas de ar, cristais de gelo e globulos
de gordura, como mostrado na Figura 2. A complexa microestrutura do sorvete € uma mistura
heterogénea, sendo um sistema alimenticio complexo de particulas coloidais, formado por
glébulos de gordura parcialmente cristalizados e coalescidos, cristais de gelo e bolhas de ar na
fase descontinua, e com proteinas, carboidratos, sais e gomas, formando a fase continua
constituida pela fase fluida (ndo-congelada). (SU, 2012; GOFF; HARTEL, 2013; GRANGER et
al., 2005).

Durante a etapa de congelamento, diversos fendmenos ocorrem na mistura do sorvete, e
gue sao essenciais para que a microestrutura se mantenha estavel, como: coalescéncia parcial da
gordura, acdo das proteinas e emulsificantes na formacédo e estabiliza¢do dos glébulos de gordura,
adsorcdo dos lipidios na interface gordura/ar estabilizando as bolhas de ar e um aumento da
concentracéo e do tamanho dos cristais de gelo (FARESIN, 2019; GOFF, 2002).

Figura 2: Representacdo esquematica da microestrutura do sorvete.

Sorvete (x1000)

Mistura de Sorvete (x10000)

membrana mista
de proteina e
emulsificante

cristais
de gelo

micelas de
caseina

solugao de
solutos
dissolvidos

globulos de
gordura
parcialmente

2 E fase descongelada
cristalizados

globulos de gordura
parcialmente
coalescidos

Fonte: (adaptado de GOFF et al. 2002)
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2.2 ESTRUTURA E ATIVIDADE BIOLOGICA DA LUTEINA

A luteina € um pigmento natural lipofilico da classe dos carotenoides diidroxilados, e que
pertence a subclasse das xantofilas de coloracdo amarelada. As principais fontes de luteina séo
0s vegetais folhosos verde-escuros, gema do ovo e em algumas flores, com destaque para a
Tagetes patula L., conhecida popularmente como cravo-de-defunto ou cravo-francés (Figura 1)
(BUSCEMI et al., 2018, LANDRUM et al., 2001). As xantofilas sdo diferentes de outros
carotenoides, pois contém substituintes oxigenados, embora tenham semelhangas estruturais
significativas com outros carotenoides, como o beta-caroteno. As xantofilas tém grupos
hidroxila livres em cada extremidade da molécula, conforme mostrado na Figura 2, que fornecem
propriedades bioldgicas exclusivas. Esses grupos hidroxila sdo responsaveis pelas caracteristicas
da luteina, que permite que se orientem dentro das membranas celulares e das lipoproteinas de
uma forma que outros carotenoides ndo conseguem (BERMUDEZ-PIRELA et al., 2005;
BERNSTEIN et al., 2016; CHANG et al., 2018).

Figura 3: Tagetes patula L.

Fonte: Disponivel em: < https://www.aplantadavez.com.br/2017/06/tagetes-tagetes-patula-
L.html>. Acesso em: 25 de maio de 2021.
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Figura 4: Estrutura quimica da molécula da luteina
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Fonte: (BERMUDEZ-PIRELA et al. 2005).

Uma das principais propriedades bioldgicas da luteina é sua atividade antioxidante, que
protege as células dos danos oxidativos, e por consequéncia, reduz o risco de desenvolvimento
de algumas doencas cronicas degenerativas. Tal fato ocorre pois o estresse oxidativo e a atuacao
dos radicais livres sdo 0s maiores fatores associados a iniciacdo e propagacdo do
desenvolvimento dessas doencas (DAVIDOV-PARDO; GUMUS; MCCLEMENTS, 2016;
FREDE et al., 2014; MOZAFFARIEH; SACU; WEDRICH, 2003). As propriedades
antioxidantes da luteina consistem na inativacdo dos radicais livres, na complexacdo de ions
metalicos ou na reducdo dos hidroperdxidos (POLYAKOQV et al., 2001; SOUTHON; FAULKS,
2003), por exercer funcdes antioxidantes em fases lipidicas, bloqueia os radicais livres que
danificam as membranas lipoprotéicas (KUMARI et al., 2010; RANGANATHAN et al., 2016).

Outra caracteristica benéfica ja conhecida relacionada a esse carotenoide é a de pigmento
protetor macular (CANOVAS et al.,, 2009). A luteina atua na reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas oculares relacionadas a idade, como a degeneracdo macular
relacionada a idade (DMRI) e a catarata (FREDE et al., 2014). No centro focal da retina, existe
uma area chamada macula lutea, que possui a maior concentracdo de fotorreceptores, sendo
responsaveis pela visdo central e acuidade visual de alta resolucdo das imagens, contendo uma
alta concentragdo de pigmento macular, composto por luteina e zeaxantina, essas duas xantofilas
funcionam nessa area da retina como antioxidantes, para proteger as células fotorreceptoras do
dano potencial causado por radicais livres que podem ser gerados nessas células, pela alta tensao
de oxigénio e exposicdo a luz (BEATTY et al., 2004; KOH et al., 2004). Além da atividade
antioxidante, a luteina e zeaxantina também sdo consideradas responsaveis por filtrar os
comprimentos de onda de alta energia da luz azul. Com um filtro de luz azul, estima-se que a
reducdo da luz azul que atinge a macula pode reduzir significativamente o estresse oxidativo na
retina (MA et al., 2012).
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Existem diversos suplementos contendo luteina no mercado, geralmente associados a
vitaminas e outros bioativos, e na industria de alimentos podem ser utilizados como corantes
naturais, sendo uma alternativa para a substituicdo dos corantes sintéticos (MATIOLI,
RODRIGUEZ-AMAYA, 2003; VALDUGA et al.,, 2009). Apesar de apresentar Varios
beneficios, as aplicacbes da luteina em alimentos ainda sdo limitadas, devido a sua baixa
solubilidade em &gua e baixa estabilidade quimica. A oxidac&o de carotenoides, como a luteina,
pode ocorrer por fotodegradacdo, degradacdo térmica e condic¢des acidas causando diminuigéo
da perda de bioacessibilidade, biodisponibilidade e qualidade em produtos alimenticios nos quais
os carotenoides estdo presentes (DAVIDOV-PARDO; GUMUS; MCCLEMENTS, 2016;
FREDE et al., 2014; NAGAO, 2014).

Com o intuito de contornar esses problemas em relacéo a utilizacdo da luteina, diversas
alternativas tecnologicas vém sendo pesquisadas, sendo uma das principais a microencapsulacao.
A microencapsulacao tem sido descrita na literatura como uma forma de aumentar a estabilidade
de bioativos em alimentos, bem como a bioacessibilidade e biodisponibilidade (BHAWANA et
al., 2011; YEN et al., 2010).

2.3 MICROENCAPSULACAO EM ALIMENTOS

Os recentes avangos na tecnologia de alimentos tém oferecido diversas oportunidades
para a inovacdo. Uma forma de realizar o desenvolvimento de novos produtos é oferecendo
beneficios & saude, como os alimentos com propriedades funcionais que incorporam
componentes bioativos. Por este motivo existe um amplo interesse da indUstria na utilizacéo de
tecnologias de microencapsulacdo para incorporar, proteger e liberar controladamente
componentes bioativos e melhorar as propriedades funcionais e sensoriais dos produtos
alimenticios (CHEN et al., 2006; GIROUX; BRITTEN, 2011; ZUANON, 2012).
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A microencapsulacdo em alimentos deve proporcionar caracteristicas como (MASON et
al., 2006; MAYER; WEISS; McCLEMENTS, 2013; McCLEMENTS et al., 2009):

e Eficiéncia e maior facilidade da incorporacdo de uma quantidade suficiente dos
bioativos nos alimentos;

e protecdo dos bioativos de reacBes que possam gerar degradacdo quimica,
relacionadas a oxidacdo ou hidrdlise, por exemplo (de forma que o bioativo
encapsulado permaneca em seu estado ativo);

e liberacdo dos os componentes funcionais em taxas controladas (controlled
release);

e compatibilidade fisico-quimica com o sistema alimenticio;

e resisténcia a condi¢fes de ambiente que um alimento suporta durante a sua

produgéo, armazenamento, transporte e consumo.

A escolha do método de microencapsulacdo depende da aplicacdo desejada para o
ingrediente microencapsulado, do mecanismo de liberacdo e das propriedades fisico-quimicas,
tanto do bioativo, quanto dos materiais utilizados na encapsulacdo (COOK et al., 2012;
ASSUNCAO et al., 2014).

Diferentes métodos sdo utilizados para a producdo de microencapsulacdo em alimentos,
como: spray drying, spray coating, spray chilling, lipossomas, leito fluidizado, extrusao,
liofilizacdo, homogeneizacdo por alta presséo, tecnologia de fluidos supercriticos e emulsificacdo
(SECOLIN, 2014; SOHAIL et al., 2011). Dentre os métodos de microencapsulacdo em
carreadores lipidicos, que sdo os mais empregados para encapsular bioativos hidrofébicos, pode-
se utilizar diferentes matrizes lipidicas obtendo-se sistemas emulsificados, emulsfes secas,
dispersdes solidas, micro e nano particulas lipidicas, lipossomas e microemulsdes. Sistemas de
encapsulagdo lipidicos vem ganhado evidéncia na area de alimentos hé alguns anos, apresentando
varios beneficios que contribuem aos bioativos, como o aumento da solubilidade, melhoria da
atividade bioldgica, aumento da estabilidade, liberagdo controlada e reducdo da degradacéo
(RAO; PRESTIDGE, 2013; SECOLIN, 2014).

Dependendo da sele¢do da composigdo do sistema e do método empregado, diferentes
tipos de estruturas de encapsulacdo podem ser obtidas. Diante disto, os sistemas lipidicos
emulsionados possuem uma grande vantagem devido a capacidade de encapsular bioativos
lipofilicos e hidrofilicos (CORTES-ROJAS et al., 2014; MCCLEMENT; L1, 2010;), como pode-

se vizualizar na Figura 5, os principais sistemas de encapsulacéo lipidicos:

19



Figura 5: Exemplos dos diferentes tipos de encapsulacdo baseadas em sistemas emulsionados utilizados

com sistemas de liberagéo.

Nanogotas Microgotas Gotas Gotas Coloidomas Particula
carregadas revestidas lipidica solida
Y
o o @ 5 ab 7,
®_ & e () 7/ Q
QO [@) . & LA \1/\7') > =

Complexaczo Esferas de Esferas Esferas Decorated Particula solida
molecular hidrogel carregadas revestidas Beads

% i

Micelas e Liposomas Liposomas Decorated
Microemulsdes carrezados revestidos liposomas

Fonte: (MCCLEMENTS; LI, 2010)

2.3.1 Nanoemuls6es: Definicdo e Estabilidade

As nanoemulsdes séo sistemas termodinamicamente instaveis, assim como as emulsées
convencionais, sendo compostos por dois liquidos imisciveis, em que um deles esta disperso no
outro na forma de gotas. Porém, nas nanoemulsdes ao menos um desses liquidos tem que estar
disperso na forma de nanogotas, com didmetros médios inferiores a 100 nm, sendo assim com
duas fases com pequenas gotas de tamanhos nanométricos. O tamanho das gotas é de grande
importancia para os sistemas emulsionados, pois a reducdo do tamanho das gotas pode aumentar
a superficie de contato, exercendo grande influéncia na modulacdo da liberacdo controlada e
solubilidade. Além disso, como regra geral, sabe-se que quanto menor o tamanho médio de gota,
maior é a estabilidade do sistema emulsificado durante o tempo de armazenamento (KUMARI
etal., 2010; MCCLEMENTS; LI, 2010; SATALKAR et al., 2016; TORAGALL et al., 2020).

De acordo com a caracteristica hidrofilica ou lipofilica das fases em uma emulsdo, um
sistema onde as gotas sdo formadas por 6leo e dispersas em um meio aquoso, é denominado
nanoemulsao 6leo em agua (O/A). Também existem as nanoemulsdes dgua em 6leo (A/O), bem

como as nanoemulsdes maltiplas (A/O/A, ou O/A/O, por exemplo), representadas na Figura 6.
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Figura 6: Representacdo esquematica dos tipos de emulsdes simples e emulses multiplas: A/O, O/A e
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Fonte: (SALAGER, 1999)

As nanoemulsdes sdo estabilizadas cineticamente pela acdo de agentes ativos de
superficie, denominados tensoativos, que sdo substancias capazes de diminuir a tensdo
interfacial entre as fases, facilitando a formacdo da nanoemulsdo e estabilizando a fase
dispersa, formando um filme ao redor das gotas da fase dispersa.

Os tensoativos sao moléculas anfifilicas que se adsorvem na interface entre a fase
dispersa e a fase continua apresentando duas principais funcdes: reduzir a tensdo interfacial
e estabilizar a nanoemulséao prevenindo fendmenos de desestabilizacdo os quaispodem causar
a separacdo das fases do sistema (PAL, 2011). Os principais tensoativos utilizados pela
indUstria alimenticia para evitar a desestabilizacdo de produtos emulsionados sao surfactantes de
baixa massa molar, proteinas, lecitinas e polissacarideos (DICKINSON, 2010; MEDEIROS,
2017).

Em relacdo a estabilidade das nanoemulsdes, existem varios fendmenos que contribuem
para a diminuicdo da mesma, sendo os principais: amadurecimento de Ostwald, cremeacao,

sedimentacdo, floculacdo e coalescéncia, que estao representados na Figura 7.



Figura 7: Representacdo esquematica dos fendmenos fisico-quimicos que podem afetar a

estabilidade das nanoemulsdes
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Fonte: (McCLEMENTS, 2005)

O fendmeno de amadurecimento de Ostwald (Ostwald ripening) consiste no crescimento
do raio da gota, diminuicdo do nimero total das gotas dispersas como consequéncia do
desaparecimento das gotas menores e diminuicdo da area interfacial total. Alterando a
distribuicdo do tamanho das gotas para valores maiores, fazendo com que as gotas menores
desaparecam. Este efeito leva a separagdo da nanoemulsdo com o passar do tempo (FRANZOL;
REZENDE, 2015).

A floculagdo pode ser definida como o agrupamento das goticulas da fase dispersa em
flocos, permanecendo com a sua estrutura inalterada, ndo havendo destruicdo das gotas
individuais. A cremeacao e a sedimentacdo ocorrem quando hé& diferenca entre as densidades
da fase dispersa e fase continua da nanoemulsdo, provocando a separacdo das fases. O
processo de cremeacdo acontece quando a fase dispersa tem menor densidade do que a fase
continua, as goticulas da nanoemulsdo formam um creme na regido superior da amostra,
ocorrendo apenas em nanoemulsdes O/A, ja na sedimentacéo o inverso ocorre quando a fase
continua € menos densa que a fase dispersa, fazendo com que as goticulas se desloquem para

a parte inferior, acontecendo em nanoemulsdes A/O. A coalescéncia é o fendbmeno que ocorre



quando duas ou mais goticulas interagem, tendo as estruturas comprometidas, perdendo a
individualidade tornando-se uma Unica gota maior (McCLEMENTS, 2005; McCLEMENTS,
2007).

Os equipamentos mais comuns utilizados para producdo de nanoemulsGes sdo 0s
homogeneizadores a alta pressdo, homogeneizadores ultrassénicos e microfluidizadores, que
estdo representeados no esquema da Figura 8. A escolha do equipamento influéncia no
deslocamento das gotas, tamanho das gotas e nas caracteristicas fisico-quimicas das
nanoemulsdes. Os ultra-agitadores trabalham com altas velocidades, fazendo com que as duas
fases se misturem, gerando gotas de tamanhos menores (McCLEMENTS; RAO, 2011; WONG
et al, 2015).

Figura 8: Representacéo esquematica do mecanismo dos equipamentos para producdo de emulsdes, dos

quais: @) homogeneizador de alta pressdo, b) microfluidizador, ¢) homogeneizador ultrassénico.
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Fonte: (adaptado de McCLEMENTS; RAO, 2011)

Pelo método de homogeneizagdo a alta pressdo as gotas sdo deslocadas a alta pressdo
através de uma abertura estreita, e submetidas a uma alta tenséo de cisalhamento, resultando na
ruptura das gotas até a faixa nanomeétrica. Para a reducdo do tamanho das gotas até valores
nanomeétricos, utiliza-se homogeneizadores ultrassdnicos, que por meio de uma superficie sélida
vibratoria agita a nanoemulsdo em frequéncias ultrassdnicas, provocando alto cisalhamento e
cavitacdo, rompendo as gotas (ALMEIDA et al., 2008; MASON et al., 2006).

A luteina por ser lipossoltvel € dispersa na fase oleosa nas nanoemulsdes, podendo ser
uma forma de sistema utilizado para alcancar melhores resultados em relacdo a bioacessibilidade
e a biodisponibilidade. A nanoemulsédo é utilizada como veiculo de carotenoides nutracéuticos
em aplicagdes alimenticias (BATISTA et al., 2006; NAGAO, 2014).

A nanoencapsulacdo de um bioativo hidrofobico, é geralmente aplicada para melhorar a
biodisponibilidade desse composto, devido ao menor tamanho de gota, que aumenta a area

superficial, e pode diminuir as limitagGes intrinsecas da dissolucdo incompleta dos compostos
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funcionais. Quando a velocidade de dissolucao é mais lenta que o tempo de transito intestinal,
pode-se resultar em uma baixa biodisponibilidade. Além disso, a nanoemulsdo pode proteger
contra degradacdo pelas condi¢Ges de baixa acidez do estdmago e as interagcfes com outros
compostos. A fase lipidica do sistema emulsionado € digerida no trato gastrointestinal humano
para formar estruturas coloidais que sdo capazes de solubilizar e transportar os bioativos
hidrofobico, podendo assim aumentar sua bioacessibilidade. (ANARJAN et al. 2010;
DAVIDOV-PARDO; GUMUS; MCCLEMENTS, 2016; FREDE et al., 2014; HORTER;
DRESSMAN, 2001).

Como descrito por Porter et al. (2007), a digestao de lipidios comeca pela lipase lingual
na boca que pode preceder a digestdo géastrica, no entanto, os bioativos hidrofébicos sdo
tipicamente encapsulados para que seu contetdo seja liberado no estdmago e no intestino. A
lipase gastrica inicia a digestdo lipidica no estdmago, resultando na digestdo parcial de
triglicerideos a diglicerideos. Esse processo é responsavel por 25% da hidrolise dos lipidios.
Porém, a magnitude de qualquer efeito dependera do tempo da formulacéo do bioativo dentro do
estdbmago, suas propriedades de dispersdo e suscetibilidade a digestdo. Os lipidios sdo
emulsificados e penetram no estdmago, posteriormente entram no intestino onde a digestdo dos
triglicerideos é completada pela lipase pancreatica na interface éleo-agua. No intestino delgado,
a lipase pancreatica completa a quebra dos triglicerideos em diglicerideos, monoglicerideos e
acidos graxos. A presenca de lipidios no intestino também estimula a secrecao de lipidios biliares,
incluindo sais biliares, fosfolipideos e colesterol da vesicula biliar. Na presenca de concentrac6es
elevadas de sais biliares, os produtos da digestdo lipidica sdo incorporados em uma série de
estruturas coloidais, incluindo vesiculas multilamelares, unilamelares e micelas mistas. Juntas,
essas estruturas expandem significativamente a capacidade de solubilizacdo do bioativo no
intestino. A presenca de lipidios e os produtos resultantes da digestdo no estdmago, também
retardam a taxa de entrega no intestino delgado, presumivelmente para permitir uma digestéo e

absorcéo mais eficaz.

24 DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS ALIMENTICIOS PARA
CONSUMIDORES SENIORES

O tamanho da populacdo mundial de idosos com mais de 65 anos devera dobrar de 11%
para 22% nas primeiras cinco décadas do século XXI. A proporg¢do da populagdo com 65 anos
ou mais, aumentara de 17% em 2010 para 30% em 2060, sendo que a maior porcentagem do

aumento devera ocorrer entre 2020 e 2040. Além disso, 0 segmento de pessoas com mais de 80
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anos esta crescendo mais rapido do que qualquer outra faixa etéria e deve triplicar até 2060
(HERNANDEZ-OLIVAS; MUNOZ-PINA; ANDRES; HEREDIA, 2020). O crescimento da
populacédo idosa € um fendmeno mundial que ocorre em funcdo da queda da natalidade, queda
da mortalidade, aumento da expectativa de vida e busca por uma melhor qualidade de vida. No
Brasil esse processo tem ocorrido de forma acelerada, o periodo de 1999 a 2009, a proporcéo de
idosos na populagdo com 60 anos ou mais, passou de 9,1% para 11,3%, cerca de 21 milhdes de
pessoas (CARVALHO; GARCIA, 2003; IBGE, 2013; VERAS, 2009).

Esses numeros causam muitos desafios, pois a alimentacdo dos idosos ainda requer
atencdo, devido as alteraces fisiologicas sistémicas que resultam em alteracdes nas capacidades
fisicas, sensoriais e cognitivas. Com o envelhecimento, as fungdes normais e as capacidades do
corpo se alteram, e é nesta fase da vida que a composi¢do corporal, as necessidades nutricionais,
a capacidade de digestdo e a absorcdo de diferentes tipos de alimentos diminuem com a idade.
Por isso, o bem-estar da populacio idosa tornou-se uma grande preocupacéo global (REMOND
et al., 2015). A desnutricdo, que pode ser definida como uma ingestdo alimentar reduzida e/ou
desequilibrada observada nos idosos, podem estar associadas ao aumento da mortalidade e a
susceptibilidade a doencas degenerativas relacionadas a idade, o que consequentemente leva a
reducdo da qualidade de vida (KUMPEL et al., 2011).

Estratégias que visam a manutencédo da saude de idosos sdo objeto de pesquisa em Varias
areas. O carater multifatorial da desnutricdo em idosos exige o desenvolvimento de estratégias
como a elaboracgédo de produtos com alto valor nutricional (CHERNOFF, 2001; MORLEY et al.,
2002). Para ser bem sucedidos, os novos produtos alimenticios devem ser baseados em
evidéncias que atendam as necessidades e exigéncias dos idosos.

O desenvolvimento de alimentos que auxiliam em uma dieta equilibrada, contendo os
nutrientes necessarios para satisfazer as necessidades nutricionais de idosos, é de grande
relevancia. No entanto, além das diferencas nas necessidades nutricionais e nas funcionalidades
do sistema gastrointestinal, as escolhas alimentares devem ser cuidadosamente consideradas na
formulacdo e fabricacdo de produtos especificamente voltados para o publico sénior. Tais
produtos podem representar um importante passo a frente no combate & desnutrigéo e prevengéo
de doengas cronicas em idosos. Ressalta-se também que os habitos alimentares de muitos idosos
sdo inadequados, a melhora do sabor pode induzir mudancgas nas preferéncias pelo consumo de
alimentos saudaveis (GRIEP et al., 2000; IVEY et al., 2011; NAGATA et al., 2011).

Os produtos lacteos, como o sorvete, além de ter proteinas, calcio e vitaminas, podem ser
sensorialmente interessantes, sendo também uma matriz interessante para introduzir compostos

bioativos, como a luteina. Por possuir acdo antioxidante, pode ajudar a retardar o envelhecimento,
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diminuindo a formacdo de radicais livres, e também atuar na reducdo do risco de
desenvolvimento de doencas oculares relacionadas a idade (FREDE et al., 2014). Entretanto, a
utilizacdo desse carotenoide em alimentos ainda € baixa, devido a varios fatores que podem
comprometer sua absorcdo e qualidade em produtos enriquecidos com esse carotenoide
(DAVIDOV-PARDO; GUMUS; MCCLEMENTS, 2016; FREDE et al., 2014; NAGAO, 2014).
A investigacdo da bioacessibilidade de luteina, pode ser feita pelos ensaios de digestdo in vitro,
porém como a ingestdo do produto com o bioativo encapsulado € voltada para os consumidores
idosos, 0s quais apresentam alteracdes no trato gastrointestinal, uma avaliacdo mais adequada da
bioacessibilidade deve ser realizada em condicdes de digestdo in vitro com parametros para essa

faixa etéaria.

2.4.1 Digestao in vitro adaptada para consumidores seniores

A relacdo entre a alimentacdo e a saude estd cada vez mais evidente nos Gltimos anos.
Com isso, ha um grande interesse em compreender melhor os mecanismos envolvidos na
digestdo humana, levando ao uso de uma ampla variedade de modelos para simular a digestéo
(LUCAS-GONZALEZ et al., 2018). Estes modelos incluem uma variedade de simulagdes in
vitro do trato gastrointestinal capazes de identificar a bioacessibilidade, ou seja, a fracdo de um
composto que € liberado da matriz alimentar e esta disponivel para absor¢cdo (MULET-CABERO
etal., 2020). A capacidade de prever a bioacessibilidade dos compostos é importante se o objetivo
é otimizar os beneficios a salde de determinados alimentos na dieta. Essa otimizagdo s é
possivel se varios fatores que controlam a bioacessibilidade sdo bem compreendidos
(MCCLEMENTS; PENG, 2020).

A digestdo consiste em uma série de processos distintos que converter os alimentos que
ingerimos em nutrientes que sdo absorvidos para sustentar 0 nosso organismo. A ingestdo de
alimentos e o subsequente fluxo da digesta de um compartimento para o outro, é rigidamente
controlada por uma série de mecanismos que evoluiram para extrair de forma otimizada os
nutrientes dos alimentos (HAJISHAFIEE et al., 2019; MULET-CABERO et al., 2020).

Comparado com o sistema digestivo dos adultos, a funcdo e a composicao do sistema
digestivo dos idosos mudam, como a redugdo dos niveis das enzimas e secregdes intestinais.
Além disso, e ocorrem mudancgas na composicdo da microbiota intestinal — por ex., firmicutes e
bifidobactérias, que sdo grupos que tem efeitos anti-inflamatérios, pode diminuir, enquanto o
numero de algumas bactérias promotoras de inflamagéo, como as enterobacterias, pode aumentar
(IKEDO et al., 2021; FONSECA; SALLES; PARENTE, 2007). Além disso, existem grandes
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diferencas na secrecdo salivar, na funcdo do peristaltismo gastrointestinal e na composicao
eletrolitica dos fluidos da digestdo em diferentes partes do sistema digestivo. Dito isso, as
simulagdes in vitro para idosos sofre adaptacdes, nas condi¢des e parametros destinada a essa
faixa etaria (SHANG et al., 2022). Portanto, diante do panorama mostrado na revisao
bibliogréfica, é sabido que alimentos concebidos visando o publico de consumidores seniores
sdo ainda escassos no mercado, especialmente brasileiro. Uma dieta para essa faixa etaria deve
incluir bioativos como os carotenoides, pois a ingestdo de luteina tem um papel nutricional
importante para os idosos, podendo ajudar na protecio da macula ocular. E preciso direcionar
esforcos de pesquisa na area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos para proporcionar mais
opcodes de produtos contendo tal bioativos, e que seja a0 mesmo tempo prazeroso de comer. O
sorvete pode ter ambas as caracteristicas, ser um carreador de um bioativo essencial para a satde
ocular e também ser fonte de prazer além da nutricdo. Para melhorar a bioacessibilidade desse
carotenoide, a nanoemulsificacdo surge como uma opc¢do, sendo uma forma de aumentar a
estabilidade fisico-quimica e a bioacessibilidade da luteina. (BHAWANA et al., 2011; YEN et
al., 2010). O presente Mestrado, portanto, pretende ser uma contribuicdo nesse campo, avaliando
a viabilidade tecnoldgica e sensorial da incorporacao de luteina nanoencapsulada em sorvetes,
bem como pretendeu quantificar a bioacessibilidade da luteina através da ferramenta de digestdo

in vitro estatica adaptada para adultos seniores.
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3 OBJETIVOS

A presente Dissertacdo teve como objetivo principal o desenvolvimento de um sorvete

de massa sabor maracuja enriquecido com luteina nanoemulsionada.

Para alcancar tal objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram determinados:

e Determinacdo da viabilidade de incorporacéo da luteina nanoencapsulada no sorvete de
maracuja;

e Caracterizacdo fisico-quimica do sorvete enriquecido com luteina nanoencapsulada ao
longo do tempo de armazenagem;

e Andlise sensorial do sorvete enriquecido com luteina nanoencapsulada;

e Determinacéo da bioacessibilidade da luteina através de ensaios de digestdo in vitro do

sorvete de maracuja.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

As nanoemulsdes encapsulando a luteina foram fornecidas pela empresa YOSEN
Nanotecnologia (Ribeirdo Preto, SP, Brasil), que utilizaram o método se emulsificacdo, cuja

composicao esta explicitada na Tabela 1:

Tabela 1 - Composi¢do da nanoemulsdo produzida com luteina encapsulada.

Ingrediente Concentracéo
(Min. - Max.)
Glicerol (%) > 60
Agua (%) 10- 25
Triglicerideo caprilico / caprico (%) 5-15
Lecitina de soja (%) 05-5
Luteina (%) 05-15

Fonte: (YOSEN)

A é&gua deionizada utilizada nos experimentos foi obtida de um sistema de
ultrapurificacéo Direct Q3 (Millipore, Billerica, MA, EUA).

Os sorvetes foram produzidos utilizando emulsificante (Selecta, Duas Rodas, Jaragua
do Sul, SC), estabilizante (super liga neutra, Duas Rodas, Jaragua do Sul, SC), leite bovino
integral pasteurizado com 3% de gordura (Shefa, Amparo, SP), gordura vegetal hidrogenada
(Primor, Jaguaré, SP), acucar (Caravelas, Ariranha, SP), suco concentrado de maracuja
(Maguary, Araguari, MG), leite em p6 (La Serenissima, Barueri, SP) e &cido citrico anidro
(Cargill, Uberlandia, MG).

Para os experimentos foram utilizados os seguintes reagentes: éter de petroleo
(Labsynth, Diadema, SP), hidréxido de potassio (Dinamica Quimica, Indaiatuba, SP), etanol
etilico (Dinamica Quimica, Indaiatuba, SP), &lcool metilico (Exodo Cientifica, Sumaré, SP),
cloreto de calcio (Dindmica Quimica, Indaiatuba, SP), carbonato de so6dio (Dinamica Quimica,
Indaiatuba, SP), acido galico (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, SP), TPTZ (Tripiridiltriazina) (Sigma
Aldrich, Sao Paulo, SP), cloreto ferrico (Sigma Aldrich, Sdo Paulo, SP), trolox (Sigma Aldrich,
Séo Paulo, SP), ABTS (2,2"-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (Sigma Aldrich,

S4o Paulo, SP) e reagente de Folin-Ciocalteu (Exodo Cientifica, Sumaré, SP).



4.2 METODOS

421 Extracdo e quantificacdo da luteina encapsulada nas emulsdes por

espectrofotometria

As extracdes foram adaptadas de acordo com método de Nachtigall (2007). O solvente
que apresentou melhor eficiéncia foi o éter de petroleo, que foi combinado aos seguintes
equipamentos para extracdo: pipeta automatica (MA420, Marconi, Piracicaba, Brasil) e
agitador tipo vortex (MX-S, PHOX, Colombo, Brasil). Observou-se que havia necessidade do
emprego de uma etapa de saponificacdo prévia dos extratos, que foi realizada com uma solugéo
metandlica de 10% KOH na proporcdo de 1:1 em relacdo ao extrato. A saponificacdo ocorreu
na auséncia de luz e em temperatura ambiente por 24 h. A seguir em capela foi feito a retirada
completa do alcali e do solvente, que foi realizada por meio de 4 lavagens, adicionando 5 ml de
éter de petréleo na solugdo e utilizando o agitador tipo vortex (MX-S, PHOX, Colombo, Brasil)
entre cada lavagem.

Ainda em ambiente escuro e temperatura ambiente, foi transferido uma aliquota da
amostra do extrato para cubetas de vidro e realizou-se a leitura em espectrofotdmetro a 455 nm
(G10S UV-Vis, Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China). Utilizando éter de petréleo como
solucdo de referéncia (branco) para zerar o espectrofotdmetro, foram realizadas as leituras em
triplicata. As quantificacBes ocorreram na nanoemulsao de luteina nos tempos 0, 30, 90 e 120
dias de armazenamento. A concentracdo de carotenoides totais foi expressa em miligrama de

carotenoides por 100 gramas da nanoemulséo (mg/100g) (DAVIES, 1976).

. . 4
Carotenoides totais = A xV x 10
1%
E1 cﬁn x M
A = absorbancia do extrato em 455 nm

V =volume (mL)

m = massa da amostra (g)
1o, = coeficiente de extincdo

(Coeficiente de carotenoides em éter de petrdleo corresponde a 2592)
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4.2.2 Producgdo do sorvete de maracuja incorporado com emulsdes contendo
luteina encapsulada

O rendimento total dos sorvetes foi de 7,2 kg, sendo 3 formulacdes com 2,4 kg cada, e
produzidas em 3 bateladas, cada uma com 800 g. A massa que foi utilizada para produzir os
sorvetes de maracuja foi obtida através da mistura dos ingredientes, conforme descrito na
Tabela 2, em liquidificador com velocidade de mistura 6 (PH9000, Philco, Sdo Paulo, SP,
Brasil). A mistura passou por maturacdo por 24 h a 4° C. Apds essa etapa de maturacéo, o
sorvete foi processado em sorveteira (Breville Express, Tramontina, Carlos Barbosa, RS) sob
congelamento (- 6° C) por 40 min. Em seguida, o sorvete foi embalado e mantido sob
congelamento a -10° C, em embalagens de polipropileno (PP) de 5 L, até 0 momento das

analises. A producdo do sorvete ocorreu de acordo com o seguinte fluxograma:

Figura 9: Fluxograma do processamento de producgdo dos sorvetes de maracuja utilizados na presente

Dissertacao.

Ingredientes

Mistura

Maturagido 4°C

l

[
[
[
[
[

Embalagem

Estocagem -10°C

Fonte: Propria autoria.
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Depois da etapa de maturacdo, a nanoemulsdo de luteina foi adicionada a massa de
sorvete em quantidades definidas na Tabela 2. Os sorvetes foram armazenados em embalagens

de 5L de polipropileno (PP), mantidas em freezer em temperatura a -10 °C (FE 18, Electrolux,
Curitiba, Brasil).

Tabela 2: Formulagdes utilizadas para producdo dos sorvetes de maracuja caracterizados nessa
Dissertacdo.

Ingredientes Formulag&o dos sorvetes
A B C

Leite pasteurizado 3% gordura (%) 70,0 69,3 68,8
Acucar (%) 15,0 7.5 7.5
Leite em pd (%) 7,0 7,0 7,0
Gordura vegetal (%) 4,0 4,0 40
Estabilizante (%) 1,0 1,0 1,0
Emulsificante (%) 1,0 1,0 1,0
Acido citrico anidro (%) - - 0,5
Suco concentrado (%) - 10,0 10,0

Mix comercial com corante amarelo e
2,0 - -
aroma de maracuja (%)
Nanoemulsdo com luteina

encapsulada (%)

(Fonte: Prépria autoria)

» A = Sorvete com mix comercial de maracuja, sendo o controle;

» B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuji por nanoemulséo
contendo luteina encapsulada e com 50% de redugéo de acUcar;

» C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulséo
contendo luteina encapsulada, com 50% de reducdo de aclcar e contendo &cido citrico

anidro para conferir a acidez caracteristica do maracuja.
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4.2.3 Caracterizacdo fisico-quimica do sorvete de maracuja incorporando

emulsBes com luteina encapsulada

4.2.3.1 Determinacéo da composicao centesimal, pH, teor de sélidos soluveis

€ overrun

Para a composicao centesimal dos sorvetes, a determina¢do do conteddo protéico foi
realizada pelo método de Kjeldahl. A porcentagem de umidade foi determinada por método
gravimétrico por secagem em estufa a 105°C e o teor de cinzas por secagem em mufla (550°C),
seguindo métodos padronizados (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005), no Laboratério de
Bromatologia do Departamento de Zootecnia da FZEA/USP.

A determinagdo do teor de gordura foi realizada pelo método de Gerber que utiliza a
hidrolise acida para extrair a gordura do alimento e é comumente utilizada em leites e produtos
lacteos (BRASIL, 2006; CECCHI, 2003).

A determinacdo da porcentagem do teor de carboidratos presente nos sorvetes de
maracuja foi feita matematicamente por diferenca entre a massa total e as demais massas de
proteina, gordura, cinzas e umidade. Todas as analises foram feitas em triplicata.

O pH das amostras de sorvete foi medido com medidor de pH (TEC-7, TECNAL,
Piracicaba, Brasil). As medidas foram realizadas em triplicata ao longo do tempo de
armazenagem. O teor de s6lidos solGveis foi determinado utilizando o refratdmetro, de acordo
com a metodologia estabelecida pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1995), com corre¢do automatica do °Brix para a temperatura.

A medida da incorporacdo de ar obtido no processamento do sorvete ocorreu por meio
da comparacdo do volume da calda e do sorvete congelado, o que é chamado de célculo de
overrun. Tais medicdes de overrun foram realizadas por amostra através da comparacdo do
volume da mistura do sorvete ndo-congelado (mistura/calda) e do sorvete em um recipiente de
volume fixo (MARSHALL; GOFF; HARTEL, 2003; MUSE; HARTEL, 2004). O valor do
overrun (%) foi calculado segundo a Equacao:

Volume da mistura — Volume do sorvete
Overrun = X 100

Volume do sorvete
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4232  Determinagdo de cor instrumental dos sorvetes

A cor instrumental dos sorvetes foi determinada em colorimetro (HunterLab, AEROS,
USA), utilizando o software EasyMatch Essentials (Versdo 1.2). Os parametros colorimétricos
(L*, a*, b*) e os valores de croma (C*ax), angulo de Hue (h°) foram determinados pelo
equipamento utilizando o modelo tridimensional de espaco de cores CIELAB e seu modelo
relacionado CIELCH. Os paramentros a* = cromaticidade no eixo variando do vermelho/verde;

b* = cromaticidade no eixo variando do amarelo/azul; L* = luminosidade.

4.2.3.3 Determinacdo do tempo de primeira gota (“first drop”) e da taxa de

derretimento

Para a realizacdo desse ensaio, as amostras de sorvete (massa de 25 g) foram deixadas
para fusdo em uma tela de malha 0,2 cm, disposta acima de um béquer, na temperatura
ambiente. A primeira gota (“first drop”) e a taxa de derretimento das amostras de sorvetes
foram determinadas em termos de tempo, e a porcentagem de derretimento foi determinada a
cada 10 min (GUVEN; KARACA 2002).

4.2.4 Determinagéo da capacidade antioxidante dos sorvetes

4241 Preparagdo dos extratos

Para extrair os compostos antioxidantes, 5 g de sorvete foram diluidos em 10 mL de éter
de petroleo e a mistura foi agitada em um agitador orbital a 600 rpm por 10 min (MA420,
Marconi, Piracicaba, Brasil). Em seguida, foram misturadas em centrifuga por 20 min
(Centrifuge 5430R, Eppendorf, Sdo Paulo, Brasil). Os sobrenadantes foram filtrados através do
filtro Whatman papel N° 1 e as aliquotas foram armazenadas em tubos de polipropileno
fechados de 50 mL a 20 °C para as analises. Para as analises da capacidade antioxidante, no
lugar do tratamento controle, utilizou-se o tratamento branco, sem adi¢do da nanoemulsdo de

luteina e sem o mix comercial, apenas com o suco concentrado de maracuja.
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4.2.4.2 Determinacgédo do conteudo de fendlicos totais (CFT)

A determinacéo do contetido de fenolicos totais dos extratos obtidos a partir dos sorvetes
foram determinados pelo método colorimétrico de Folin-Ciocalteu, usando o padrao analitico
de acido galico, de acordo com adaptacdo proposta por Gilgin et al. (2003, 2008). Para tal, 1
mL do filtrado obtido de acordo com o método descrito no item 4.3.2.1 foi transferido para um
frasco de vidro e seu volume foi completado até 23 mL com agua destilada. Em seguida, 0,5
mL de reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado a tal mistura, e 1,5 mL de carbonato de sédio
foi transferido para tal mistura apds 3 min. A seguir, as amostras foram agitadas em agitador
orbital 600 rpm a temperatura ambiente por 120 min (MA420, Marconi, Piracicaba, Brasil). A
seguir a absorbancia foi medida a 760 nm em espectrofotometro (G10S UV-Vis, Thermo Fisher
Scientific, Shanghai, China). Agua destilada foi utilizada como branco e as medicdes foram
realizadas em triplicata para cada amostra. A curva de calibracdo foi obtida utilizando-se acido
galico, e os resultados foram expressos em mg equivalente de &cido galico por 100g do extrato
(EAG mg /100g do extrato).

4.2.4.3  Determinacao da capacidade de sequestro do radical ABTS*

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
ABTS", foi utilizada a metodologia descrita por Re et al. (1999). Inicialmente foi formado o
radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS™), a partir da reacdo de 7
mmol de ABTS com 2,45 mM de persulfato de potassio, incubada a temperatura ambiente e na
auséncia de luz, por 12 h. Transcorrido esse tempo, a solucdo foi diluida em etanol anidro até
obter uma solucdo com absorbancia de 0,70 (x 0,01), e comprimento de onda de 734 nm. As
amostras foram diluidas em etanol anidro até obter 20-80% de inibi¢do do radical, e comparadas
com a absorc¢éo do branco.

Para realizar as medidas, foram adicionados 40 uL da amostra diluida a 1960 uL. da
solucéo contendo o radical, foi determinado a absorbancia em espectrofotdmetro (G10S UV-
Vis, Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China), a 734 nm, ap6s 6 min de reacdo. Como
solugdo padrdo, foi utilizado o antioxidante sintético Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-acido carboxilico) nas concentracfes de 20 a 50 uM diluido em etanol

anidro.
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Todas as leituras foram realizadas em triplicata. O célculo da capacidade antioxidante
da amostra foi feito em relacdo a capacidade antioxidante do Trolox, sob condicdes iguais, e 0s
resultados foram expressos em pumol de Trolox por grama da amostra (umol Trolox/g amostra).

4.2.4.4  Determinacado da capacidade redutora do ferro (FRAP)

A determinacéo da capacidade redutora do ferro foi realizada de acordo com o método
descrito por Benzie e Strain (1996). Foram utilizados 0,1 mL do extrato obtido no item 4.3.2.1,
em 2,9 mL de solucéo de FRAP e incubadas em banho termostatico a 37°C durante 30 minutos
no escuro. A absorbancia foi medida a 593 nm utilizando um espectrofotdémetro (G10S UV-
Vis, Thermo Fisher Scientific, Shanghai, China). Foram utilizados como padréo os equivalentes
de trolox (2,5 - 15 umol/L) e os resultados foram expressos como pmol equivalentes de Trolox
por grama da amostra (umol Trolox/g amostra).

4.2.5 Analise instrumental de textura (TPA)

Para determinacdo da textura instrumental dos sorvetes, foi adaptada a metodologia
utilizada por Ramos et al. (2016). Foram preparadas amostras de sorvetes, com antecedéncia de
um dia das medicGes no texturémetro, estando acondicionadas em recipientes cilindricos com
40 mm de altura e 52 mm de didmetro. As amostras foram retiradas do freezer com 5 min de
antecedéncia aos testes com temperatura das amostras de -5°C. Tal antecedéncia teve a
finalidade de facilitar a penetracdo da probe na amostra de sorvete congelado, e evitar que
acontecesse derretimento. Uma probe como mostrada na Figura 10, de aco inoxidavel do tipo
TA-18A de dimensdo 2 mm de largura por 20 mm de comprimento foi utilizada para fazer a
leitura dos dados selecionados. A probe foi posicionada no centro geométrico da amostra, e a
leitura realizada com uma velocidade de penetracdo de 2 mm/s e a distancia de penetragdo de
20 mm. O equipamento utilizado foi o texturdmetro (TA-XT plus, Stable Micro Systems,
Itatiba, Brasil) e pelo software Expoent Micro Systems versao 6.1.7.0 acoplado ao mesmo foi
responsavel pela obtengdo dos dados. As analises ocorreram apos a fabricacao dos sorvetes, aos
30, 90, 120 e 180 dias de armazenamento.

A andlise foi realizada a temperatura controlada de 20° C, em que a dureza foi
considerada como a forca de pressdo de pico (N) durante a penetracdo, e adesividade foi
considerada como a forca de pico negativo (g) durante o retorno do probe. Os testes foram

realizados em triplicata para todas as amostras.
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Figura 10: Probe de aco inoxidavel do tipo TA-18A.

" =

(Fonte: Ramos, 2016)

4.2.6 Avaliacdo sensorial dos sorvetes

A avaliacdo sensorial dos sorvetes foi feita por meio de duas anélises afetivas: teste de
aceitacdo e CATA (check all that apply). Foram recrutados 146 panelistas dentre alunos e
funcionarios do campus de Pirassununga (USP), de ambos os sexos e diferentes faixas etérias.
As amostras de sorvete foram mantidas sob congelamento de aproximadamente - 10°C para
serem servidas aos provadores. Os ensaios sensoriais deste projeto de pesquisa ocorreram com
a prévia autorizacio do Comité de Etica da FZEA/USP em 02/12/2021 sob nimero de parecer
CAAE 54018621.0.0000.5422, de acordo com normas para Estudos com Humanos da
Plataforma Brasil. Os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido foram assinados por cada
um dos provadores em todas as sessdes realizadas. Os testes foram conduzidos no Laboratério
de Analise Sensorial do Departamento de Engenharia de Alimentos / FZEA — USP.

Para os testes de aceitacdo, os provadores foram solicitados a assinalar, em uma escala
hed6nica de 9 pontos, com valores de 1 (Desgostei extremamente) a 9 (Gostei extremamente),
0 quanto gostaram ou desgostaram do produto em relacdo aos cinco parametros citados: cor,
sabor, aroma, textura e aceitacao global, a ficha esta apresentada no apéndice da dissertacao.

As amostras foram apresentadas de forma codificada em nimeros contendo 3
algarismos escolhidos da tabela estatistica de ordens aleatorias dos digitos 1 a 9 arranjados em
grupos de 3 colunas. Codificadas as amostras foram servidas uma de cada vez para 0S
provadores (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 1991).

Ja os testes do tipo CATA (Check-all-that-apply), é um método que permite aos

consumidores escolher atributos potenciais de uma lista para descrever o produto avaliado. Tal
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método é diferente da escala hedbnica no sentido de que ndo sdo dadas intensidades aos
atributos. Cada vez mais nos ultimos anos esta sendo utilizada em estudos com consumidores
para avaliar a percepcdo dos mesmos em relagdo as caracteristicas dos alimentos, afim de
determinar quais atributos sensoriais podem ser caracteristicos de um produto especifico, e para
obter perfis de produtos rapidos pelos consumidores (ARES et al., 2010; MEYNERS;
CASTURA, 2014).

A vantagem desse método é que os descritores ndo se limitam aos atributos sensoriais
do produto, permitindo véarias opcdes a serem selecionadas, em vez de apenas uma resposta dos
painelistas ou forcando os mesmos a centrar suas atengdes a termos especificos. Este tipo de
metodologia redne informacgdes sobre os atributos percebidos no produto sem exigir
escalonamento, permitindo uma descricio um pouco menos artificial das principais
propriedades sensoriais do alimento testado (DOOLEY et al., 2010; FARESIN, 2019).

Os consumidores foram apresentados a uma lista de atributos e solicitados a indicar
quais palavras ou frases descrevem apropriadamente sua experiéncia com a amostra que esta
sendo avaliada, que foram relacionadas com as caracteristicas sensoriais dos sorvetes, como
por exemplo: sabor de leite, pouco doce, muito doce, derretimento rapido, derretimento lento,
aerado, presenca de cristais de gelo, sensacdo gordurosa na boca, duro, sabor cremoso,
aparéncia cremosa, suave, cor alaranjada e cor amarelada. Outros termos podem ser
adicionados dependendo da formulacdo, principalmente em relacdo ao sabor que foi utilizado
para o sorvete. Os provadores puderam marcar todos 0s termos que considerem apropriados
para descrever os sorvetes. Os termos escolhidos foram baseados em trabalhos anteriores de

Dooley et al. (2010) e Faresin (2019) que empregaram 0 CATA para sorvetes.

Os resultados do teste CATA foram analisados por frequéncia de citacdes para cada
termo mencionado. Para o teste de aceitacdo, os resultados foram feitos por meio da analise de
variancia (ANOVA) e do teste de Tukey para comparar as médias dos tratamentos, com auxilio
do software R versdo 2.11.1 (R Development Core Team, Auckland, Nova Zelandia). O nivel
de significancia para todos os testes foi de 5% (Aeres e Jaeger, 2013; Ozaki, 2016; Pires et al.,
2019).
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4.2.7 Ensaios de digestao in vitro

A digestao in vitro estatica foi feita de acordo com o protocolo consensual descrito por
Brodkorb et al. (2019), com os parametros de tempo de digestdo e atividades enzimaticas
adaptadas para os adultos seniores, de acordo com os adotados por Levi et al. (2017) e Levi e
Lesmes (2014) para digestdo in vitro dindmica. Os sorvetes produzidos de acordo com o
protocolo descrito anteriormente (item 4.3) foram testados no processo de digestdo in vitro
simulada estética.

A digestdo in vitro comega com uma etapa anterior de preparacdo que envolve trés
procedimentos iniciais: (i) os ensaios de atividade enzimatica; (ii) a preparacdo dos fluidos
simulados digestivos; (iii) o experimento teste de ajuste de pH. As atividades enzimaticas
foram determinadas de acordo com 0s ensaios detalhados por Brodkorb et al. (2019). Para
mensurar a atividade da pepsina suina foi utilizado como substrato a hemoglobina de sangue
bovino e medido com produtos soltveis em &cido tricloroacético (TCA), absorbancia 280 nm.
A atividade da tripsina da pancreatina suina foi determinada pela hidrolise doéster metilico de
p-tolueno-sulfonil-L-arginina (TAME) (1 unidade de tripsina hidrolisa 1 pmol TAME), na
absorbancia de 247 nm. A concentragdo de sais biliares bovino foi medida com um Kit
comercial (Bile acidassay kit — MAK 309, Sigma-Aldrich), em diferentes concentracfes e
seguindo o procedimento e a faixa de linearidade do kit. Os fluidos de digestdo simulados
salivar (SSF), gastrico (SGF) e intestinal (SIF) foram preparados de acordo com a composicao
estabelecida no protocolo de digestdo in vitro estatica para adultos detalhado por Brodkorb et
al. (2019) (Tabela 3). Os fluidos de digestdo (sem a adi¢cdo do CaCl2(H20)2) foram
armazenados a -20°C ap0s preparados. Eles foram preparados a uma concentracao de 1,25x
porque, durante o experimento, foram misturados com as quantidades necessarias de enzimas

e diluidos para uma solucéo de trabalho na concentragdo 1x.

Ap0Os a etapa de preparacdo pode-se realizar o procedimento de digestdo in vitro em
cada fase do TGI. As enzimas e a bile foram misturadas aos fluidos gastricos no dia do
experimento da digestdo. As enzimas diluidas foram armazenadas em banho de gelo. A
dispersdo de pepsina foi preparada no SGF, enquanto que as dispersdes de pancreatina e de bile

bovina foram preparadas no SIF. Os fluidos gastricose a bile foram pré-aquecidos a 37°C.

39



Tabela 3: Volumes das solug@es estoque de eletrdlitos adicionados para produzir 400 mL dos fluidos de digestdo

diluidos com agua para concentracéao de 1,25x.

SSE (pH 7) SGF (pH 4) SIF (pH 6,5)

Concentragéo da

Volume da solugéo Volume da solugdo Volume da solugdo

Sal solugdo estoque
(/L) M) estoque adicionado estoque adicionado estoque adicionado
(mL) (mL) (mL)

KCI 37,3 0,5 15,1 6,9 6,8
KH2PO4 68 0,5 3,7 0,9 0,8
NaHCO3 84 1 6,8 12,5 42,5

NaCl 117 2 - 11,8 9,6

MgCl2(H20)s 30,5 0,15 0,5 0,4 1,1
(NH4)2CO3 48 0,5 0,06 0,5 -
CaClz(H20)2* 44,1 0,3 0,025 0,005 0,04

* CaClz(H20) 2 deve ser adicionado durante o experimento de digestdo, para evitar aprecipitacdo durante o
armazenamento dos fluidos de digestdo. SSF = fluido salivarsimulado; SGF = fluido géstrico simulado; SIF =
fluido intestinal simulado.

Fonte: BRODKORB, A. et al. INFOGEST static in vitro simulation of gastrointestinal food digestion. Nature
Protocols, 14, 991-1014, 2019.

Para interromper a digestao na fase gastrica o pH foi elevado para 7 e na fase intestinal
foi adicionado Pefabloc 0,1 M (50 pL/mL digesta), um inibidor enzimatico da tripsina e
quimotripsina. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas utilizando ultra-agitacéo,
aliquotadas e congeladas em nitrogénio liquido (snap freezing). Além de serem realizadas a
digestdo in vitro das cinco formulacdes, também foi realizada a digestdo do branco — tubo

contendo os fluidos digestivos e as enzimas, sem amostra.

4.2.8 Determinacdo da luteina encapsulada nos sorvetes e nas fracoes digeridas

por cromatografia

A extracdo da luteina nos sorvetes e nas fracdes digeridas foi realizada nas mesmas
condigdes descritas anteriormente no item 4.2.1, porém os extratos das fracdes digeridas, antes
das lavagens com éter de petroleo, foram necessarios uma centrifugagdo por 40 min
(Centrifuge 5430R, Eppendorf, S&o Paulo, SP, Brasil), e ndo houve a etapa de saponificacdo
desses extratos.

A concentracado de luteina foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
de acordo com (Petry; Mercadante, 2018; Carvalho et al., 2012), por HPLC (Shimadzu
Prominence System, Kyoto, Japdo). A separacdo foi feita usando uma coluna YMC
Carotenoid C30 5 um, 0,46 x 25 cm (Shimadzu Prominence System, Kyoto, Jap&o), com uma

temperatura de 30 °C. O metanol e a acetonitrila foram utilizados para a separacdo das
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amostras na proporc¢éo de 9:1 (v/v) e fluxo constante de 1,6 mL/min. Aliquotas de 30 puL foram
analisadas com uma deteccdo por arranjo de diodos em 445 nm, com o tempo de corrida de
30 min. A luteina foi identificada com base no seu tempo de reten¢do, e a quantificacdo das
concentragdes foi realizada por meio de uma curva analitica da luteina pura na fase movel,
obtida pelo software do equipamento LC Solution verséo 5.6 (LC Solution, Kyoto, Japéo).

Todas as analises foram realizadas em triplicatas.

4.2.9 Analises Estatisticas

Os tratamentos estatisticos dos resultados foram tabulados e expressos com média +
desvio padrdo, feitos por meio da analise de variancia (ANOVA) e submetidas ao teste de Tukey
para comparar as médias dos tratamentos, o que ocorreu com auxilio do programa R versao
2.11.1 (R Development Core Team, Auckland, Nova Zelandia). O nivel de significancia para

todos os testes foi de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo da luteina encapsulada nas emulsdes ao longo do tempo

de armazenagem

A nanoemulsdo de luteina com a formulagdo estabelecida no item 4.1, que foi
produzida pela empresa YOSEN Nanotecnologia, com triglicerideos de cadeia média como
fase oleosa e fosfolipidios como tensoativo, encapsulando a luteina. Na Tabela 4 mostra a

quantificacdo de luteina na nanoemulséo, que foi avaliada durante 120 dias de estocagem.

Tabela 4: Quantificagio de luteina encapsulada na nanoemulso ao longo do tempo de armazenagem em
concentracdo de luteina (mg/100 g da nanoemulséo).

Tempo de armazenagem (dias)

1 30 90 120

Concentracéo de luteina (mg/100 g nanoemulsdo) 887 +2,62 853 +3,0% 819+2,72% 798+3,7°2

Luteina preservada (%) - 96,2 92,3 89,9

Letras mindsculas diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tempos, de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

Como apresentado pela Tabela 4, os resultados da quantificacdo de luteina
encapsulada na nanoemulséo, mostraram que a luteina se manteve estavel ao longo dos 120
dias de armazenamento de acordo com a estatistica, ndo exibindo diferenca entre os tempos,
com a luteina sendo preservada em 96,2% até o dia 30, 92,3% preservada até o dia 90 e com
89,9% ao final do ultimo de tempo de armazenagem. A eficiéncia de preservacdo
apresentadas foi superior aos encontrados na literatura. Hu et al. (2012) avaliaram a
eficiéncia de preservagdo da luteina em nanoparticulas de zeina obtidas pelo método de
solugéo de dispersdo aprimorada por fluidos supercriticos (SEDS), obtendo valores entre
83,15% e 34,44% de preservacao. Lacatusu et al. (2013) prepararam nanoemulsdes a base
de &cidos graxos dmega-3 contendo luteina e obtiveram 88,5% de eficiéncia de preservacéo.
Arunkumar et al. (2015) trabalharam com a luteina nanoencapsulada em poli &cido lactico-

co-glicolico e observaram que a eficiéncia maxima de preservacao encontrada foi de 88%.
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Portanto, os altos valores de preservacdo obtidos no presente trabalho sugerem que a técnica
escolhida de nanoencapsulacdo (emulsificacdo) e os materiais utilizados (triglicerideos de
cadeia média como fase oleosa e fosfolipidios como tensoativo) sdo adequados para

encapsular e preservar a luteina.

5.2  Caracterizacao fisico-quimica dos sorvetes de maracuja incorporado

com nanoemulséo de luteina encapsulada

5.2.1 Quantificacdo da luteina encapsulada incorporada nos sorvetes de

maracuja ao longo do tempo de armazenagem

De acordo com a Tabela 5, que mostra a quantificagdo de luteina nos sorvetes ao
longo dos 180 dias, ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos ao longo do
tempo de estocagem, porém podemos observar que houve diferenca significativa entre os
tempos 1 e 180 das duas formulagBes, mostrando uma perda da quantidade de luteina no
final do armazenamento em relacéo aos sorvetes recém-produzidos. A luteina foi preservada
nos tratamentos B e C respectivamente em 93,8 e 95,7% até o tempo 90, e com 87,7 e 89,3%
ao final do periodo de armazenamento, resultados que podem ser considerados bastante

promissores.

Tabela 5: Quantificacdo da luteina incorporada nos sorvetes de maracuja, ao longo do tempo de armazenagem
em concentracdo de luteina (mg/100 g de sorvete).

Tempo (Dias)

Tratamentos 1 90 180
B 1,79 +£0,09 24 1,68 + 0,04 248 1,57 +0,11 238

Luteina preservada (%) - 93,8 87,7
C 1,86 + 0,05 *A 1,78 0,04 24 1,66 + 0,08 *B

Luteina preservada (%) - 95,7 89,3

*B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina
encapsulada e com 50% de reducéo de aglcar; C = Sorvete com 100% de substitui¢do do mix comercial de maracuja por
nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de redugdo de aglicar e com acido citrico anidro. Letras
minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tempos,
de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)
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5.2.2 Aspecto visual dos sorvetes

Foi incorporado nos sorvetes de massa sabor maracuja 0,2 g/100 g sorvete da
nanoemulsdo contendo a luteina encapsulada. As formulacgdes utilizadas para producéo e o
fluxograma de processamento estdo determinados no item 4.3. Os sorvetes foram
caracterizados pela sua composicéo centensimal, °Brix e overrun, que estdo apresentados
na Tabela 6, e pela quantificacdo de luteina, pH, tempo de primeira gota, taxa de
derretimento, colorimetria e perfil de textura foram avaliados ao londo do tempo de
armazenagem de 180 dias. O aspecto visual dos tratamentos dos sorvetes de maracuja

produzidos podem ser verificados na Figura 11.

Figura 11: Aspecto visual dos sorvetes de maracujad produzidos (a) sorvete com mix comercial de
maracuja; (b) sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo
0,2% de luteina encapsulada e com 50% de reducéo de agtcar (c) sorvete com 100% de substituicdo do mix
comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reducdo de
aclcar e com acido citrico anidro.

A

(Fonte: Prépria autoria)

As formulacGes de sorvetes B e C, contendo luteina nanoencapsulada, apresentaram
uma cor mais amarelada que a formulacdo controle, tendo em vista que o0 sorvete controle
apresentou uma cor mais proxima do alaranjado. Além disso, a cor amarela da nanoemulsdo
de luteina é bem mais “vivo” e forte.

Pode-se observar que foi utilizado apenas 0,2% da nanoemulsdo de luteina e foi
possivel obter a forte coloracdo amarela. Tal concentracdo foi escolhida em relacdo a cor de

amarelo desejada, e também por conta da recomendacéo diéria da ingestdo de luteina por
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profissionais da &rea da salde, que é de 15 mg de luteina/dia. O presente sorvete foi

formulado para ter em uma porcéo de 359 de sorvete, 14 mg de luteina.

5.2.3 Determinacdo da composicao centesimal, sélidos solGveis e overrun

Os valores das médias obtidos na caracterizagéo fisico-quimica dos sorvetes, para
composicdo centesimal em base seca, sélidos solveis totais (°Brix) e overrun (% de ar

incorporado) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6: Caracterizagdo dos sorvetes de maracuja.

Tratamentos

Analises A B C
Umidade (%) 60,84 £ 0,37 ¢ 70,82 £0,51°2 69,75+ 0,63 "
Proteina Bruta (%) b.s 4,25+0,07" 490+0,102 4,80+0,282
Gordura (%) b.s 0,71+0,19° 1,34 + 0,66 2 1,60+ 0,282
Cinzas (%) b.s 0,980,042 0,94 +0,082 0,95+0,012
Carboidratos (%) b.s 33,22 +0,29°2 22,01+1,22° 22,92 +0,08°
°Brix 42,00+0,87 2 21,11+0,88° 20,44 +0,78°
Overrun (%) 18,74 +1,79° 17,78 £ 0,65 2 17,811,572

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsao
contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de redugdo de agucar; C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de
maracuja por nanoemulséo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reducéo de aglcar e com &cido citrico anidro. Letras
mindsculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

Os dados da Tabela 6, indicaram que os tratamentos apresentaram valores para a
composicao centesimal que estdo de acordo com os requisitos da legislacédo brasileira para
sorvetes de massa (BRASIL, 1999). O teor de umidade que variou entre 60,84 a 69,75%,
apresentando diferencas significativas entre as trés formulagdes, com valores superiores para
B e C devido a presenca do suco concentrado e a reducgédo do agucar. Tal fato reduziu os
solidos nos sorvetes, aumentando a umidade. As formulagfes com a adi¢do da nanoemulséo

apresentaram maior teor de gordura do que a formulagdo A controle, como esperado devido
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a presenca da fase oleosa. Porém, as formulacbes A e B ndo apresentaram diferenca
estatisticas significativas para gordura. As porcentagens de cinzas para todos os tratamentos
ndo exibiram diferencas significativas entre si.

Em relacdo aos carboidratos, a formulacdo controle apresentou valores maiores,
diferindo dos sorvetes B e C, com 32% e 31% de reducdo de carboidratos em relagéo ao
controle. Esses valores devem-se a reducdo de 50% de agucar na formulacdo dos sorvetes
com a nanoemulsdo de luteina, que podem ser considerados light. De acordo com o
Regulamento técnico de Informag&o Nutricional Complementar — INC (Resolucédo RDC n.
54/2012), para um alimento ser considerado light é necessaria uma reducdo de no minimo
25% no valor energético ou no conteddo do nutriente objeto da alegacdo em relacdo ao
alimento de referéncia ou convencional.

Por sua vez, o conteddo de sélidos solUveis exibiu um valor maior para a para
formulacdo A, diferenciando-se significativamente das formulacdes B e C. Conforme
esperado, devido a reducdo de aclcar, houve reducdo dos solidos sollveis em
aproximadamente 50%. No entanto, todos os valores de °Brix estdo acordo com a legislacdo
brasileira vigente para sorvetes de frutas, que devem apresentar um teor minimo de 20% de
solidos sollveis totais (BRASIL, 1999).

Quanto ao overrun, os tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas entre si. Os valores desses parametros podem ser considerados baixos quando
comparados com a literatura, e tal fato provavelmente se deve ao tipo de sorveteira (caseira)
que foi utilizada para producédo dos sorvetes. A sorveteira é o equipamento responsavel pela
estrutura, congelamento e incorporacgdo das bolhas de ar na massa do sorvete, sendo utilizada
para bater a mistura em baixas temperaturas. Alguns trabalhos ainda relacionam os baixos
valores de overrun com a reducdo de gordura e agucar. Dentre estes dois ingredientes,
destaca-se o agUcar, que controla o congelamento, fusdo e a viscosidade da mistura; portanto,
guanto menos acucar, maior a formacéao de cristais de gelo e, por consequéncia, menos ar
consegue ser incorporado na massa do sorvete.

Boyanova et al. (2022) estudaram a influéncia de diferentes concentragdes de
spirulina em sorvetes, encontraram valores entre 30 a 48% de overrun. Srinu et al. (2022)
que avaliaram varios teores de especiarias nos sorvetes, encontraram valor es de overrun
entre 48 a 53%, que também podem ser considerados valores baixos quando comparados

com os sorvetes fabricados industrialmente. Na maior parte dos sorvetes industrializados os
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valores médios de incorporacédo de ar é de no minimo 60%, podendo ter valores maiores em
algumas marcas.

As baixas porcentagens de overrun nos sorvetes favorece uma textura mais rigida,
podendo influenciar nas propriedades do perfil de textura, tempo de primeira gota e taxa de
derretimento (XINYL et al., 2010), que foram observadas e serdo mostradas nos itens

posteriores.

5.2.4 Determinacéo do pH

Os sorvetes foram avaliados em relacdo ao pH por um periodo de 180 dias, para
verificar se as formulagdes com adicdo da nanoemulséo de luteina, suco concentrado de
maracujd e &cido citrico alterariam os valores de pH dos sorvetes ao longo do

armazenamento. Os dados podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7: Determinagdo de pH ao longo do tempo de armazenagem nos sorvetes de maracuji produzidos.

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 30 90 120 180
A 525+0,09%* 535+0,08%8 533+0,07* 523+0,082EC 520+0,082°
B 513+0,04°* 512+0,11°>* 517+0,06°* 517+0,06%" 516+0,062"
C 404 +0,03°" 414+0,06°" 410+0,04°" 404+0,10°" 4,03+0,10°A

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsao
contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de redugdo de agucar; C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de
maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reduc&o de aglcar e com &cido citrico anidro. Letras
minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Letras maitsculas diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tempos, de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

As medidas de pH obtidas na Tabela 7, mostram que todos os tratamentos exibiram
diferengas significativas entre si logo ap6s a producdo. Nos tempos 120 e 180 dias, 0s
sorvetes A e B diferiram do sorvete C, podendo perceber que este apresentou menor pH,
sendo mais &cido que os outros sorvetes, como era esperado em decorréncia da adicdo do
acido citrico anidro nessa formulacdo. Além disso, o controle mostrou diferencas de pH
durante os tempos de armazenagem, enquanto os tratamentos B e C, ndo apresentaram

diferengas significativas ao longo do armazenamento.
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Silva (2020) produziu sorvetes com potencial prebiotico com extrato hidrossoltvel
de quirera de arroz com sabor de maracuja, encontrou valores de pH variando de 2,98 a 3,30,
esses valores mais baixos sdo devido ao fato que estudo empregou em suas formulacdes a
polpa da fruta de maracuja, ja& no presente trabalho utilizou-se o suco concentrado de
maracuj, e os valores de pH foram entre 4,04 a 5,25. N&o existem valores padroes de pH

determinados pela legislacao brasileira para sorvetes (BRASIL, 1995).

5.25 Determinac¢ao do tempo de primeira gota (“first drop”) e taxa de

derretimento

Os resultados dos testes de tempo de primeira gota e taxa de derretimento, que
mostram a estabilidade dos sorvetes ao longo do tempo de armazenamento, estdo

apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Determinagdo do tempo de primeira gota (“first drop”) e taxa de derretimento ao longo do
tempo de armazenagem dos sorvetes de maracuja produzidos.

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 30 90 120 180
A 13,56 + 0,46 ¢ 15,65 + 0,39 2B 16,15 + 0,14 2AB 16,34 + 0,17 2AB 16,67 + 0,22 aA
Primeira gota B 11,66 + 0,15 °B 11,71+0,21 08 12,43 +0,35 A 12,40 +£0,09 A 12,79 + 0,09 PA
(min) C 11,40 + 0,36 2BC 11,20 + 0,15 bC 11,51 + 0,13 ¢BC 11,79 + 0,08 ¢AB 12,18 + 0,11 ¢A
A 0,93 + 0,03 bA 0,94 + 0,05 bA 0,97 + 0,03 bA 0,98 + 0,03 bA 1,00 £ 0,03 bA
Taxa de derretimento B 1,06 + 0,02 ¢ 1,08 + 0,03 ¢ 1,20 £ 0,04 2B 1,20 +£ 0,04 2AB 1,30 + 0,06 A
(%/min) C 1,05 + 0,02 &C 1,08 + 0,03 aBC 1,19 + 0,04 4B 1,20+ 0,05a,A 1,31 +£0,08 2A

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete com 100% de substitui¢do do mix comercial de maracuja por nanoemulséo
contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de reducédo de agUlcar; C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de
maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reducgdo de aglcar e com &cido citrico anidro. Letras
mindsculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Letras maitsculas diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tempos, de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

A analise da taxa de derretimento e tempo de primeira gota, mostraram que a
formulacdo A (produzida com o mix comercial e sem reducdo de agucar) diferenciou-se
significativamente das formulagdes com a nanoemulsdo e com 50% de reducdo de agucar ao
longo dos 180 dias de armazenamento. Quanto ao tempo de primeira gota, o tratamento
controle teve um maior tempo necessario para que primeira gota ocorresse, também
diferindo dos sorvetes B e C até o dia 30, entretanto entre o periodo de tempo de 90 a 180

dias, todos os tratamentos apresentaram diferengas entre si para o tempo de primeira gota.
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Ainda podemos observar que a diminui¢do do tempo de primeira gota tem correlagdo com a
diminuicdo da taxa de derretimento.

As formulagdes B e C, mostraram maior taxa derretimento, nas amostras retiradas
em todos os tempos de armazenagem, certamente devido a reducdo de agucar. O agUcar
controla a quantidade de cristais de gelo formados nos sorvetes, e quanto mais cristais de
gelo, maiores sdo as taxas de derretimento, o acUcar atua retardando o congelamento dos
sorvetes, a medida que se agrega mais acucar, se diminui a temperatura de congelamento
(FARESIN, 2019; SUNG; GOFF, 2010). Quanto maior o tempo de armazenagem dos
sorvetes maior € o processo de congelamento e a presenca de cristais de gelo, explicando o
aumento progressivo da taxa de derretimento ao longo do tempo para os tratamentos com
reducao de acucar.

O comportamento de derretimento dos sorvetes se deve principalmente ao
derretimento dos cristais de gelo. No entanto, outros fatores estdo correlacionados, como as
interacdes lipidicas e a taxa de ar incorporada (GOFF, 2018; GRANGER et al., 2005).

Segundo Sofjan e Hartel (2004) que analisaram os efeitos do overrun nas
caracteristicas estruturais e fisicas do sorvete, ressaltaram que os sorvetes com valores baixos
de overrun sdo ligeiramente menos resistentes ao derretimento, Srinu et al. (2022) também
relataram que quanto menor os valores de overrun maior sera a taxa de derretimento, ou seja,

um sorvete com menor porcentagem de ar incorporado derrete mais rapido.

5.2.6 Determinacéo colorimétrica dos sorvetes contendo a luteina

encapsulada

Os sorvetes foram analisados em relacdo aos parametros de cor instrumental durante
180 dias de armazenamento, para detectar a estabilidade da cor gerada pela presenca da

nanoemulsdo com luteina em funcéo do tempo. Os valores estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados de colorimetria instrumental dos sorvetes de maracuja produzidos, ao longo do tempo de

armazenagem.
Tempo (Dias)
Tratamentos 0 30 90 120 180

A 83,14 + 0,45 2A 82,94 + 0,44 A 81,82+ 0,33 A 81,80 + 0,88 PA 81,70 + 0,94 A

L* B 82,93 +0,2128 83,48 + 0,20 A8 83,62 + 0,35 A8 84,25 + 0,75 A 84,37 + 0,57 A

C 82,11 +0,10 B 84,39 + 0,40 A 84,96 + 0,46 A 85,12 + 0,44 A 85,16 + 0,29 A

A 11,29 + 0,42 24 11,47 + 0,55 24 11,76 + 0,21 24 11,80 £ 0,14 @A 11,85 + 0,20 @A

a* B 11,26 + 0,41 2B 11,57 + 0,45 248 11,76 + 0,13 248 12,11+ 0,16 24 12,20+ 0,13 34

C 11,39 + 0,70 @A 11,15+ 0,36 A 11,33+0,31 34 11,39 + 0,38 PA 11,51 + 0,33 PA

A 44,36 + 0,31 A 44,89 + 0,59 bA 45,74 + 0,89 PA 45,81 + 0,59 bA 45,84 + 0,51 bA

b* B 55,55 + 0,31 PA 55,58 + 1,07 @A 55,23 £ 0,79 A 54,85 + 0,39 A 54,77 + 0,45 2A

C 57,20 + 0,15 2A 54,31 + 0,59 2B 54,05 + 0,85 *B 54,25 + 0,30 2B 54,21+ 0,74 2B

A 45,78 +£ 0,38 ©A 46,33 + 0,58 PA 47,23 +0,89 PA 47,31+ 0,59 PA 47,35+ 0,51 A

Cc* B 56,43 + 0,32 PA 56,21 + 1,00 A 55,89 + 0,79 A 55,70 + 0,39 @A 55,69 + 0,41 A

C 58.33 + 0,03 A 55.44 + 0,56 2B 55.23+ 0,85 *B 55.43 + 0,31 2B 55.42 + 0,80 *B

A 75,72 + 0,45 bA 75,67 + 0,69 >A 75,58 + 0,23 bA 75,56 + 0,20 ¢A 75,51 + 0,26 A

Hue - h° B 78,49 + 0,41 *A 78,11 + 0,61 278 77,86 + 0,08 B 77,44 + 0,16 B 77,34 + 0,23 bB
C 78,73+ 0,71 2A 78,39 + 0,42 A 78,15 + 0,40 A 78,14 £ 0,32 @A 78,02 + 0,18 A

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsao
contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de redugdo de agucar; C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de
maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reduc&o de aglcar e com &cido citrico anidro. Letras
minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Letras maitsculas diferentes nas linhas indicam diferencgas estatisticas significativas entre os tempos, de acordo com o teste

de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

O parametro de cor L* representa a luminosidade das amostras, medindo a
quantidade de luz que foi refletida, sendo que O indica auséncia de luz (cor preta) e 100
indica presenca de luz branca (cor branca). Todos os tratamentos apresentaram tendéncia
para a coloragdo branca com valores entre 81 a 85, exibindo uma intensidade alta e mais
clara. Para o tempo 0 a formulacdo C diferiu das formulacdes A e B, ja no 30° dia de
armazenagem a formulacéo C apresentou diferenca apenas para a amostra A. No 90° dia de
armanzenagem todas as amostras diferiram nesse parametro entre si, e nos dias 120 e 180 de
armazenamento, o tratamento controle apresentou diferencas significativas em relagdo aos
tratamentos contendo a nanoemulsdo. Esses resultados indicam que houve variagdo na
intensidade da cor de todas as amostras durante o periodo de estocagem para 0 parametro
L*.

Quanto ao parédmetro de cor b* que, quando positivo, indica a colora¢do em direcao
ao amarelo, enquanto que o valor negativo indica percepgdo do azul, os resultados

alcancados para os tratamentos de sorvetes apresentaram resultados positivos entre 44 a 57,
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indicando tendéncia a cor amarelo. Logo ap0s a preparagdo, todos os sorvetes exibiram
diferencas significativas entre si; porém, a partir do 30° dia de armazenagem, 0s sorvetes
contendo nanoemulsdo mostraram diferencas significativas quando comparadas a amostra
controle. Podemaos, entretanto, verificar a estabilidade do pardmetro b*, que esta relacionado
diretamente luteina nanoencapsulada, até o 180° dia de armazenamento.

O parametro croma - que € a relacdo entre os valores de a* e b*, indicando a
tonalidade e manutencéo da intensidade da cor das amostras - também apresentou no logo
apos a producdo diferencas significativas entre todas as formulagdes. Entretanto, apos o 30°
dia de armazenamento as formulacbes com a nanoemulsdo mostraram diferencas

significativas em relacdo a formulacéo controle.

Figura 15: Diagrama Cielab contendo a sequéncia de nuances cores e orientacdo do angulo

Hue.
90?
Amarelo esverdsado Amaralo
Varde amarzlo /——‘\ Amarzlo laranis
P b* . ™ Laranja
Varde amaralado & N
/,— N\, W Laranjssvermszlhado
: (a*,b%) B  Vemaslho
Varde g %
Angalo e M Yarmelbo pumpurs
180° -a a 0°
Varda azulado
B Purpuraavermslhado
e T \
Azul asvardsado . // B Pipura
.S b & .
Azul .\‘_’/ » Vs
B  Azulpurpirso

270°
Fonte: ADRIANO, E.; LEONEL, S.; EVANGELISTA, R. M. Qualidade de fruto de

aceroleira Cv. Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal, p. 544, 2011.

Os valores para o angulo Hue indicam a tonalidade de cor das amostras, que esta
ligada a percepcdo real de cor pelo observador. Quando tal angulo esta na faixa entre 80 e
90°, maior € a percepcdo de amarelo pelos consumidores. Os sorvetes com a adicdo da
nanoemulsdo de luteina mostraram valores mais proximos dessa faixa de amarelo, com

angulos entre 77 e 78°, diferindo significativamente do sorvete controle que manteve o valor
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do angulo Hue em torno de 75° ao longo do periodo de armazenamento. Tais dados
confirmam o éxito do presente trabalho quanto a substituicdo do mix comercial de corante
artificial e aroma visto que os valores de angulo de Hue dos sorvetes B e C, com apenas 0,2
g nanoemulsdo/100 g sorvete nanoemulséo, foram superiores ao tratamento controle para a
coloracdo amarelada.

Em relacdo aos resultados de angulo Hue quanto aos tempos de armazenagem,
observamos que as formulacdes mantiveram estaveis até o dia 90, apresentando diferenca
significativa entre os dias 120 e 180. O sorvete B se manteve estavel até o dia 90 de
armazenagem, mas nos dias 120 e 180 demostrou diferencas estatisticas, esses resultados de
tempo podem ser devido ao fato da luteina ter perdido uma pequena quantidade ao final da
estocagem em comparacao aos sorvetes recém-produzidos, como apresentado no item 5.2.1.
Portanto, essa degradacdo pode ter influenciado na tonalidade do sorvete B para a cor

instrumental.

5.2.7 Analise instrumental de textura

Um dos principais testes para verificar o comportamento mecénico de alimentos é a
texture profile analysis (TPA), ou andlise do perfil de textura (FARESIN, 2019; SOUZA,
2011). De acordo com a Associacao Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, a textura é
definida como todas as propriedades reoldgicas e estruturais (geométricas e de superficie)
de um alimento, perceptiveis pelos receptores mecanicos, tateis e eventualmente pelos
receptores visuais e auditivos (ABNT, 1993).

Os ensaios de TPA para sorvetes permitem a obtencdo de parametros mecanicos que
sdo classificados como primarios (dureza, elasticidade, coesividade e adesividade) e
secundarios (gomosidade e mastigabilidade). Os resultados referentes ao comportamento
dos sorvetes em cada parametro nas analises do perfil de textura ao longo dos 180 dias de

armazenamento podem ser visualizados na Tabela 10.
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Tabela 10: Determinacédo do perfil de textura dos sorvetes de maracuja produzidos, ao longo do tempo de

armazenagem.
Tempo (Dias)
Tratamento 0 30 90 120 180
A 787,87 £+ 14955~  85645+3966PA 907,48 +558PA  91854+6,72A 92239 +7,33PA
Dureza (N) B 274223 +98,82*A 2703,18 86,08 *A  2664,30 + 33,31 *A  2674,28 + 33,94 #A  2679,35 + 36,35 *A
C 2642,14 + 44,67 A 2756,60 + 95,08 *A 281292 + 100,83 *A 2815,81 + 93,96 *A  2820,25 + 94,37 *A
A 0,726 + 0,08 @A 0,830 + 0,03 A 0,860 + 0,10 A 0,860 £ 0,03 *4 0,870 + 0,01 *A
Elasticidade (mm) B 0,642 +0,06 ** 0,754 + 0,13 #A 0,802 + 0,02 A 0,802 + 0,01 @A 0,807 + 0,01 bA
C 0,631 + 0,07 2B 0,695 + 0,05 A8 0,779 + 0,04 A 0,779 + 0,04 bA 0,786 + 0,03 PA
A 615,20 £ 87,60 *A 56328 +20,82%A  547,65+37,48%A 54430 +2756* 532,12+ 25,18 %A
Gomosidade (N) B 472,23 26,85~ 511,15+ 44,84 A8 53570+ 24,90 248 538,43+ 1549248 550,00 + 14,74 2B
C 426,36 36,534 44398 +3152°A  46593+5178*A  47476+28,19PA  479.94 + 2229 PA
A -4,14 + 1,20 bA -3,59 1,01 A -3,15 £ 0,65 A -3,05 + 0,64 *A -3,03 0,63 %A
Adesividade (J) B -1,15+ 0,14 2A -2,88+0,32 %8 -3,06 + 0,27 8 -3,18 40,16 *8 -3,19+ 0,16 *B
C -1,18 40,11 3A -2,87+0,89 %8 -3,05+ 0,338 -3,14 40,08 *8 -3,16 + 0,07 *B
A 0,07 +£ 0,01 bA 0,06 % 0,01 >AB 0,06 + 0,01 bAB 0,05 + 0,01 b8 0,05 + 0,01 b8
Coesividade B 0,11+ 0,03 ®A 0,10 0,03 A 0,09 + 0,03 A 0,09 + 0,02 *A 0,08 + 0,02 A
(adimensional) C 0,13+0,02 *A 0,12 +0,02 *A 0,11+0,01 A 0,11+0,01 *A 0,10 +0,01 A
A 359,83 £5510*A  38878+2321%A 406,84 +16,02*A 41586 +1503%A 42421 +12,10 *A
Mastigabilidade (J) B 222417891  22753+3509PA  23998+1505°A 188,69 +10,39>A 183,89 + 9,38 PA
C 2192042945  21930+9,79PA 20150 +41,89PA 24964 +40,62"A 254,29 + 40,61 “A

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsao
contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de redugdo de agucar; C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de
maracuja por nanoemulséo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reducéo de aglcar e com &cido citrico anidro. Letras
minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,05). Letras maitsculas diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tempos, de acordo com o teste
de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

O parametro dureza representa a forca necessaria para provocar uma determinada

deformacédo, e por meio da interferéncia da probe na integridade do sorvete os valores para
esse parametro sdo obtidos (SOFJAN; HARTEL, 2004). Os dados de dureza obtidos para 0s

sorvetes de maracuja mostraram que o tratamento controle diferiu significativamente dos

tratamentos com a nanoemulsdo e reducdo de 50% de acucar. Os tratamentos B e C

apresentaram valores superiores de dureza, o que pode ser devido a menor quantidade de

acucar, ja que esse fornece a maioria dos sélidos do sorvete, bem como o corpo e a textura.

Conforme dito anteriormente nessa dissertagdo, o agucar controla a formacéo de cristais de

gelo e a cristalizagdo da lactose, que deixam o sorvete mais duro. De acordo Muse e Hartel

(2004), o tamanho dos cristais de gelo também tem relagdo direta com a dureza. Quanto ao
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valor dos parametros ao longo do tempo de armazenagem, nenhum dos sorvetes exibiu
diferencas significativas estatisticamente entre si, apesar de observamos um certo aumento
nos valores ao longo do tempo de armazenagem, que tem relagdo com o processo de
congelamento, que aumenta progressivamente o surgimento de cristais de gelo.

Outro aspecto que pode ter influéncia na dureza ¢é a quantidade de ar incorporada no
sorvete. Segundo Boyanova et al. (2022), a dureza é inversamente proporcional ao overrun,
ou seja, sorvetes com baixas porcentagens de ar incorporado tem maior dureza, o que esta
coerente com 0s dados expostos no presente trabalho.

Por sua vez, a elasticidade é um parametro que indica o quanto um material
deformado volta a condicdo ndo-deformada, depois que a forca de deformacédo é removida.
Os resultados obtidos para elasticidade mostraram que ndo houve diferencas significativas
entre as amostras de sorvete até o dia 90 de armazenagem, apresentando diferenca entre a
formulacéo A e C no dia 120, e no dia 180 o controle diferiu das formulagfes B e C. Com
relacdo aos tempos de armazenamento, ocorreu uma variacao apenas no primeiro dia para o
tratamento C, a partir do dia 30 ndo houve mais diferencas estatisticas entre os tempos para
0s trés tratamentos. Esses valores podem ser considerados baixos para esse parametro, tipico
de sorvetes. Valores de elasticidade baixos referem-se a produtos nao elasticos, como € o
caso dos sorvetes (PONS; FISZMAN, 1996).

Quanto a gomosidade, esse parametro representa a energia necessaria para
desintegrar uma porcao de sorvete até que esteja pronta para a degluticdo. Os dados desse
parametro revelaram diferenca significativa entre a formulagdo controle e os sorvetes B e C.
Logo apds a producdo, o controle teve valores maiores, devido a maior concentracdo de
acucar que deixa 0s sorvetes com menor dureza e mais gomoso (BOYANOVA et al., 2022),
porém depois do 90° dia de armazenagem, em que o processo de congelamento dos sorvetes
esta mais avangado, os tratamentos ndo mostraram diferengas significativas entre si.

Por sua vez, o parametro adesividade é definido como a energia requerida para
remover as forcas atrativas entre a superficie do alimento com as quais este entra em contato,
ou seja, € a energia que a amostra exerce sobre a probe “impedindo” que ela volte a posi¢éo
original (FRIEDMAN et al., 1963; SZCZESNIAK, et al., 1963). Os resultados mostraram
diferencas significativas para o controle em comparacdo aos demais tratamentos para
amostras recém-produzidas. No entanto, apds o dia 30, ndo houve diferenca estatisticas entre

o0s tratamentos, mantendo uma estabilidade para adesividade até o final do armazenamento.
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Outro parametro que é obtido pelos ensaios de andlise de perfil de textura é a
coesividade, que é a extensdo a que um material pode ser deformado antes da ruptura,
mostrando a tendéncia da estrutura do sorvete em manter-se coesa. (FRIEDMAN et al.,
1963; SZCZESNIAK, et al., 1963). Os dados para esse parametro mostraram diferencas
entre os sorvetes A e C entre os dias 1 ao 90; entre os dias 120 e 180 de armazenamento, 0
sorvete A diferiu dos sorvetes B e C com a nanoemulsédo e sem reducédo de aclcar. Quanto
ao tempo de armazenamento, apenas a amostra controle apresentou diferenca em relacéo aos
tempos, com diferenca significativa entre o tempo 0 e 120. Glicerina et al. (2016) destacam
que resultados menores de coesividade realcam a presenca de uma estrutura com interagdes
mais fracas entre as particulas. De acordo com o estudo dos autores, os valores de
coesividade do presente trabalho, podem ser considerados baixos para todos os tratamentos,
mostrando que ndo houve uma grande extensdo do sorvete para ser deformado antes da
ruptura.

O dltimo parametro obtido a partir dos ensaios de TPA é a mastigabilidade, que € a

representacdo da energia necessaria para mastigar um alimento solido até a degluticdo. O
sorvete apresenta baixa energia necessaria empregada na mastigacdo para sua degluticdo
(RAMOS, 2016). Assim como na literatura, os tratamentos exibiram baixos valores em todos
0s tempos, no primeiro dia de analise ndo apresentaram diferencas significativas entre si,
porém do dia 30 ao 120, os sorvetes B e C diferiram do sorvete controle, e no ultimo dia de
armazenamento todos os tratamentos diferiram entre si para a mastigabilidade. Os dados

mostraram que ndo houve variacdes estatisticas significativas entre os tempos.

5.3 Determinacéo da capacidade antioxidante dos sorvetes

Os resultados do contetdo de fendlicos totais dos sorvetes, os quais foram
acompanhados durante 180 dias de armazenamento estdo apresentados na Tabela 11.
Mostrando também a porcentagem de compostos fendlicos preservados nos sorvetes durante

0s tempos.
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5.3.1 Determinacao do contetdo de fendlicos totais

Tabela 11: Determinagéo do contetdo de fendlicos totais nos sorvetes de maracuja produzidos, ao longo
do tempo de armazenagem em concentracdo de EAG mg/100g da amostra.

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 30 90 120 180

Branco 14,21 + 0,404 13,04 £ 0,27 "B 11,34+ 0,28 >¢ 11,20+ 0,51 ¢ 10,93 + 0,30 *€

B 17,58 + 0,67 @ 17,18 +0,94 %A 16,78 +1,01** 16,77 +1,16 * 16,61 + 1,14 %A

C 17,20 £ 0,46 *A 17,04 +0,77 ** 16,83 + 0,56 ** 16,67 + 0,66 ** 16,57 + 0,65 &4
Fendlicos preservados Branco (%) - 91,7 79,8 78,8 76,9
Fendlicos preservados B (%) - 97,7 95,4 95,3 94,5
Fendlicos preservados C (%) - 99,1 97,8 96,9 96,3

*Branco = Sorvete “branco”, contendo somente suco de maracuja; B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja
por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de reducéo de agUcar; C = Sorvete com 100% de substitui¢do do
mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reduc&o de aglcar e com 4cido citrico
anidro. Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas diferentes nas linhas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tempos, de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

Na analise de fendlicos totais, a curva padrdo é feita com um fendlico conhecido,
normalmente o &cido galico. Por esta razdo, o resultado é expresso em 4&cido gélico
equivalente (EAG) (SILVA et al., 2016). Os resultados da Tabela 11 mostram que 0s
sorvetes B e C apresentaram valores maiores de EAG mg/100g da amostra, diferindo
significativamente do tratamento branco. E importante notar que no caso dessa analise o
sorvete considerado “branco” foi produzido sem o mix comercial, mas com suco de
maracuja, que ¢ a fonte dos compostos fenolicos nos sorvetes produzidos. Pode-se observar
pelos resultados que a incorporacdo de luteina nanoencapsulada contribuiu para a
preservagdo dos fenolicos totais nos sorvetes.

Tal fato pode ser comprovado ao se notar que os sorvetes B e C ndo exibiram
diferencas estatisticas entre os tempos de armazenagem. As amostras recem-produzidas
continham 17,20 e 17,48 EAG mg/100g da amostra e no ultimo dia de armazenamento 16,61
e 16,57 EAG mg/100g da amostra, respectivamente. JA& 0 sorvete branco apresentou
diferengas significativas entre os tempos, iniciando no tempo 0 com 14,21 EAG mg/100g da
amostra e terminando no tempo 180 com 10,93 EAG mg/100g da amostra, com variagdes

até o tempo 90, estabilizando em relacéo aos fenolicos somente no tempo 120. Tais dados
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revelam que a luteina presente na nanoemulsdo provavelmente contribuiu com a protecao
dos fenolicos durante os 180 dias de armazenamento.

Akca e Akpinar (2021) produziram 3 sorvetes, um com Gleo da semente de uva, um
com 0leo da semente de gergelim e um com 6leo da semente de roma, encontraram valores
superiores aos sorvetes do presente experimento para fenoélicos nas 3 formulagdes, mas vale
ressaltar que os pesquisadores utilizaram 1% de cada 6leo em cada sorvete, e utilizamos
0,2% da nanoemulséo de luteina em cada tratamento, os valores encontrados, também podem
ser devido ao fato que a luteina ndo apresenta altas quantidades de compostos fenolicos e os

valores presentes podem ser atribuidos ao suco de maracuja.

5.3.2 Determinagéo da capacidade redutora do ferro (FRAP)

Os dados da determinacdo de FRAP, que é a capacidade redutora do ferro, foi
verificada ao longo de 180 dias de armazenamento dos sorvetes e podem ser visualizados na
Tabela 12. Apresentando também a porcentagem de atividade antioxidante preservada nos
sorvetes durante os periodos de tempos, pelo método FRAP.

Tabela 12: Determinagéo da capacidade redutora do ferro (FRAP) nos sorvetes de maracuja produzidos,
ao longo do tempo de armazenagem em Mol Trolox Equivalente/g de amostra.

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 30 90 120 180
Branco 0,1154 + 0,004 >A 0,1099 + 0,004 >A 0,1002 + 0,006 >B 0,0964 + 0,005 PBC 0,0931 + 0,005 ¢
B 0,1926 + 0,015 A 0,1924 + 0,016 24 0,1837 + 0,013 2~ 0,1812 + 0,013 @A 0,1786 + 0,010 24
C 0,2004 + 0,010 A 0,1938 + 0,014 aAB 0,1832 + 0,011 2BC 0,1792 + 0,012 2BC 0,1783 + 0,010 &€
% Preservada
Branco - 95,2 86,8 83,53 80,6
% Preservada B - 99,8 95,4 94,1 92,7
% Preservada C - 96,7 91,5 89,4 88,9

*Branco = Sorvete sem mix comercial de maracuja e sem a nanoemulsdo contendo luteina encapsulada; B = Sorvete com 100% de
substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de redugdo de agucar;
C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com
50% de reducdo de aglcar e com &cido citrico anidro. Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Letras mailsculas diferentes nas linhas indicam diferencas
estatisticas significativas entre os tempos, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)
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O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) baseia-se na medida direta da
capacidade dos agentes antioxidantes em reduzirem os ions de ferro férrico de Fe3+ em
Fe2+. Essa capacidade € monitorada pela formacdo do complexo Fe+2/tripiridiltriazina
(TPTZ) (JIN et al., 2018).

Conforme pode ser observado a partir da Tabela 12, os sorvetes com 0,2% da
nanoemulsao contendo luteina encapsulada apresentaram diferencas estatisticas em relacao
ao sorvete branco durante todos os tempos de estocagem, constatando um ligeiro aumento
na capacidade antioxidante pela presenca da nanoemulsdo nos sorvetes. Além disso, pode-
se verificar que os tratamentos com a nanoemulsdo alcangaram porcentagens maiores de
preservacdo da atividade antioxidante no ultimo tempo de armazenamento, 92,7% e 88,9%
respectivamente, quando comparados com o0 sorvete branco que apresentou 80,6% de
preservacdo no tempo 180. Os tempos das formulagbes A e C mostram variacdes na
capacidade de reducdo dos ions de ferro férrico a partir do tempo 90 de armazenagem, a qual
foi reduzida progressivamente até o ultimo tempo de avaliacdo, e o tratamento B ao decorrer
do tempo de estocagem ndo apresentou alteracdes estatisticas significativas.

Na literatura, Rizk et al., (2014) desenvolveram sorvetes enriquecidos com
carotenoides extraidos das cascas de tomates. Os autores utilizaram concentracdes entre 1 a
5% de carotenoides, e mostram valores de FRAP superiores aos do presente trabalho. Porém,
estudos mencionam que a presenca de antioxidantes depende de fatores como a composi¢éo
quimica da matéria-prima, tecnologias de processamento e pelos aditivos utilizados no
processo de producdo (AKALIN; BAYRAM; ANLI, 2017; KAHOUN; REZKOVA;
KRALOVSKY, 2017).

5.3.3 Determinacéo da capacidade de sequestro do radical ABTS

A Tabela 13 apresenta os resultados do comportamento da capacidade de sequestro
do radical ABTS nos sorvetes, ao longo de 180 dias de armazenamento. Mostrando também
a porcentagem de atividade antioxidante preservada nos sorvetes durante os tempos, pelo
método ABTS.
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Tabela 13: Determinacdo da capacidade de sequestro do radical ABTS nos sorvetes de maracuja
produzidos, ao longo do tempo de armazenagem em pMol Trolox Equivalente/g de amostra.

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 30 90 120 180
Branco 6,20+0,21 >~ 593+0,37>48 556+0,59"8C 532+0,56°C 5,04+0,63"¢
B 9,33+0,27%A 9,12+0,33%A8 881 +0,27%BC 864+0,292C 8,500,272
C 947+0,26*" 901+0,41%"® 861+0,3728¢ 851+0,372C 840+0,39%C
% Preservada Branco - 95,6 89,7 85,8 81,2
% Preservada B - 97,7 94,4 92,6 91,1
% Preservada C - 95,1 91,1 89,9 88,7

*Branco = Sorvete sem mix comercial de maracuji e sem a nanoemulsdo contendo luteina encapsulada; B = Sorvete com 100% de
substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de redugdo de agucar;
C = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por hanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com
50% de reducdo de agucar e com &cido citrico anidro. Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas
significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes nas linhas indicam diferengas
estatisticas significativas entre os tempos, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)

O método de sequestro do radical ABTS+ (2,2 -azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico), consiste em monitorar o decaimento do cation-radical ABTS produzido
pela oxidacdo do radical ABTSe<+ por meio da perda de um elétron pelo atomo de nitrogénio,
sendo capturado tanto por antioxidantes de carater hidrofilico quanto lipofilico (RUFINO et
al., 2007).

Conseguimos observar na Tabela 13 que as formulacdes contendo a hanoemulséo
apresentaram diferencas significativas sobre a formulacdo branco em todos os dias de
armazenamento. Os dados mostram que a adi¢do de luteina foi responsavel pelo aumento da
capacidade antioxidante em relacdo ao radical ABTS+.

O método ABTS forneceu valores de atividade antioxidante superiores aos
encontrados por Amarante et al. (2020), que avaliaram a estabilidade da atividade
antioxidante de sorvetes adicionados de C-ficocianina apés a digestdo in vitro. Os
tratamentos com a luteina nanoencapsulada tiveram resultados mais altos, quando
comparados com o tratamento com adi¢do C-ficocianina antes da digestdo in vitro, que
exibiu 2,01 uMol TE/g do sorvete.

Vaérios fatores podem influenciar a capacidade antioxidante dos alimentos,

Rockenbach et al. (2008) relataram que a estabilidade durante o processamento dos
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alimentos, propriedades coloidais dos substratos, localizagdo dos antioxidantes,
desenvolvimento dos radicais e sua duracdo, estdo relacionados com a capacidade
antioxidante. Dito isso, os resultados pelo sequestro do radical ABTS mostrados, indicam
que a nanoemulsdo de luteina pode ser utilizada como um ingrediente em alimentos com

potencial funcional, para agregar aos mesmos compostos com agéo antioxidante.

5.4 Ensaios de digestéo in vitro estatica em condi¢cfes adaptadas a

consumidores seniores

Nesse ensaio, a concentracdo de luteina foi avaliada nos sorvetes em trés momentos:
antes da digestdo in vitro, ao final da fase gastrica (simulando a luteina que foi passa da fase
gastrica e pode ser entregue ao intestino delgado), e no final da fase intestinal (simulando a
luteina que estaria bioacessivel para a absorcdo pelo organismo de consumidores seniores).
A Tabela 14 apresenta os resultados da quantificacdo da luteina encapsulada no extrato dos

sorvetes e nas fracdes digeridas, na fase gastrica e fase intestinal nos sorvetes B e C.

Tabela 14: Resultados da quantificacdo da luteina encapsulada nos extratos dos sorvetes e nas fragdes
digeridas em concentragdo de mg de luteina/100g de sorvete.

Concentragdo luteina (mg
luteina/ 100 g sorvete)

Tratamentos Sorvete Final da fase géstrica Final da fase intestinal
B 1,83 £0,052A 1,47 +£0,10 28 0,86 + 0,01 ¢
C 1,92 +£0,09 A 1,51 +0,06 *B 0,87 £ 0,03 3¢

*B = Sorvete com 100% de substituicdo do mix comercial de maracuja por nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada e com
50% de reducéo de agucar; C = Sorvete com 100% de substitui¢do do mix comercial de maracujd por nanoemulsdo contendo 0,2% de
luteina encapsulada, com 50% de redu¢do de aglicar e com 4cido citrico anidro. Letras minUsculas diferentes nas colunas indicam
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Letras maiusculas diferentes nas

linhas indicam diferengas estatisticas significativas entre o extrato e as fragfes digeridas, de acordo com o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 12: Aspecto visual da digesta do sorvete de maracuja incorporado com nanoemulséo de luteina
encapsulada em diferentes etapas da digestdo in vitro: (a) final da fase oral, (b) comeco da fase gastrica, (c)
final da fase gastrica, (d) comeco da fase intestinal, e em (e) final da fase intestinal.

Final fase oral Comego fase gastrica  Final fase gastrica Comego fase intestinal Final fase intestinal

(@) (b) () (d) (€)

(Fonte: Prépria autoria)

De acordo com os dados expostos, as formulacfes apresentaram maior concentragao
de luteina na fase gastrica do que na fase na intestinal. Tal fato est4 relacionado com as
diferentes condi¢des de pH e acdo enzimatica ao longo do trato gastrointestinal, que levam
a degradacdo dessa xantofila, por ser sensivel e susceptivel a oxidacdo em pH baixos. De
acordo com a literatura, os carotenoides sofrem a protonacéo, que é a adi¢do de prétons nos
atomos de carbono dos sistemas conjugados em ambientes &cidos, resultando em uma
isomerizacdo desses compostos e degradacdo acelerada (BOON et al., 2010; DAVIDOV-
PARDO et al., 2016; MORTENSEN; SKIBSTED, 2000).

Entretanto, os resultados dos ensaios de digestdo in vitro para 0s sorvetes
enriquecidos com a nanoemulsdo de luteina indicaram que uma quantidade significativa de
luteina ainda estava presente ao final da fase gastrica e também da intestinal.
Aproximadamente 80% de luteina no final da fase géstrica e 47% no final da fase intestinal
para os dois tratamentos, valores proximos a formulacgéo de bala macia com 20% de emulséo
carregada de luteina de Pan et al. (2022), que encontraram 34% da concentragéo de luteina
apos o fim da etapa intestinal.

Toragall et al. (2021) relataram que a solubilidade aquosa da luteina encapsulada com
nanoemulsdo de acido oleico e linoleico foi 72,6% maior do que a luteina livre. A
nanoemulsdo submetida a digestdo in vitro levou a um aumento de 87,4% na

bioacessibilidade do que a luteina ndo-encapsulada. A biodisponibilidade in vivo da luteina
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também apresentou resultados melhores do que a luteina ndo-encapsulada e o padrdo de
distribuicéo tecidual da nanoemulsédo de luteina mostrou maior acumulo de luteina no figado
e no tecido ocular em comparagdo com luteina livre, dados que comprovam a eficiéncia da
nanoemulsdo. No presente experimento, quando comparado com a quantidade inicial de
luteina nos sorvetes com a adi¢do da nanoemulsdo, os resultados mostram que ha cerca de
47% de luteina na forma bioacessivel para consumidores seniores ao final da fase intestinal,

em ambos 0s sorvetes, resultados que podem ser considerados bastante satisfatorios.

5.5 Avaliagéo sensorial dos sorvetes

As médias das notas dos tratamentos de sorvetes, foram obtidas pela analise sensorial
pelo teste de aceitagdo através da escala hedonica de 9 pontos, sendo a nota 0 “desgostei
extremamente” ¢ a nota 9 “gostei extremamente”. Os resultados da ANOVA ao nivel de
significancia de 5% para aceitagdo dos sorvetes em relacdo aos atributos de cor, aroma,
sabor, textura e impressao global podem ser visualizadas na Tabela 15. e Figura 13.

55.1 Teste de aceitacao

Tabela 15: Notas médias para os atributos avaliados pelos panelistas no teste de aceitacdo dos sorvetes de

maracuja.
Impresséo
Tratamentos Cor Aroma Sabor Textura Global
A 7,68+1,34%2 757+144%2 723+1,74%2 741+167°2 743+144%2
B 7,72+1,202 6,92+1,31° 6,88+1,40°2 707+1,32°2 7,05+1,102
C 784+115¢2 6,79+ 1,27° 6,95+149°2 6,99 +153¢2 721+1,18%2

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada e com 50% de reducéo
de agucar; C = Sorvete com nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reducéo de agucar e com &cido citrico
anidro. Letras minusculas diferentes nas colunas indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,05).

(Fonte: Prépria autoria)
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Figura 13: Gréfico de radar das notas médias para os atributos avaliados pelos panelistas no teste de
aceitacdo dos sorvetes de maracuja.

Avaliacéo sensorial dos sorvetes

Impressao Global Aroma

Textura Sabor

(Fonte: Propria autoria)

De forma geral, ndo houve diferenca estatistica significativa nas notas médias dos
atributos de cor, sabor e textura entre os sorvetes. Tais notas foram muito proximas ou
superiores a 7, no intervalo de “gostei moderadamente” a “gostei muito”. E importante
ressaltar que para o atributo de cor, que era critico ja que o corante artificial foi totalmente
substituido pelaluteina, mostrou que ndo houve diferencas significativas. Ou sgja, ocorreu a
mesma aceitacdo pelos provadores entre as trés formulagdes, com as médias das notas
superiores a 7, entre “gostei moderadamente” e “gostei muito”. Tais resultados reafirmam
os dados que foram obtidos pela determinacdo de cor instrumental, que foi o éxito do
presente trabalho quanto a substituicdo do corante artificial presente no mix comercial.

Por sua vez, o atributo aroma foi 0 mais sensivel a reformulagéo do sorvete para o
uso da luteina como corante. Para que isso fosse possivel, foi escolhido o uso de suco
concentrado de maracuja, com o objetivo de conferir ap aroma caracteristico do fruto ao
sorvete. No entanto, os sorvetes contendo luteina obtiveram notas médias inferiores a 7,
diferindo significativamente do tratamento controle, que teve nota média superior a 7. Tal
resultados indica que os panelistas entendem que 0 aroma presente no mix comercial

conseguiu representar melhor 0 aroma caracteristico de maracuja nos sorvetes. Ta fato pode
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estar relacionado com a percepcdo que o consumo usual de produtos sabor maracuja,
normalmente com aroma mais forte que a prépria fruta, influenciou na avaliacdo dos
panelistas.

E relevante também o resultado obtido no quesito sabor dos sorvetes. Ndo houve

diferengas significativas estatisticas para os trés tratamentos, ou seja, houve 0 mesmo grau
de aceitacdo pelos provadores, mesmo com a reducdo de 50% na quantidade de acucar.
Os resultados de textura também ndo diferiram significativamente para os sorvetes, exibindo
a mesma aceitacdo entre as trés formulacGes, com as médias das notas proximas a 7,
mostrando que os provadores “gostaram moderadamente”. Tais resultados mostram que 0s
dados encontrados na andlise do perfil de textura (TPA), evidenciaram diferencas
significativas do tratamento controle em relacdo a dureza ndo foram decisivos para que a
preferéncia dos panelistas fosse afetada.

Por fim, para o atributo de impressdo global, observa-se 0 mesmo comportamento
para as trés formulagdes, nao diferindo entre si ao nivel de 5% de significancia, com médias
das notas entre 7 e 8 dentro da escala heddnica correspondendo de “gostei moderadamente”
ao “gostei muito”. Tais resultados séo bastante promissores, pois mostram real viabilidade e
uma boa aceitacdo dos sorvetes contendo a nanoelmuséo de luteina e reducdo de 50% de

acucar do ponto de vista sensorial.

5.5.2 Teste sensorial CATA (Check-all-that-apply)

A frequéncia dos termos descritos pelos provadores de cada atributo dos sorvetes esta
apresentada na Tabela 16 e Figura 14. O método CATA é uma ferramenta que permite aos
consumidores escolher todos os atributos potenciais de uma lista para descrever o produto,
com proposito de reunir informacBes sobre as caracteristicas dos sorvetes em relacdo a

percepcao das propriedades sensoriais (DOOLEY et al., 2010).
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Tabela 16: Frequéncia dos termos descritivos no questionario CATA dos tratamentos de sorvete pelos
provadores.

Atributos A B c
Sabor de leite 79 68 33
Pouco doce 10 92 96

Muito doce 101 12 7
Cristais de gelo 19 31 31
Derretimento lento 94 26 32
Derretimento rapido 28 88 94
Aerado 25 24 29
Suave 78 81 101
Sensacdo gordurosa 19 22 19
Duro 17 21 16

Sabor cremoso 110 96 97
Aparéncia cremosa 114 93 95
Sabor residual 71 31 27
Aroma de leite 51 32 28
Pouco &cido 103 119 16
Muito acido 6 6 65

Cor alaranjada 133 6 3
Cor amarelada 13 143 146

*A = Sorvete com mix comercial de maracuja; B = Sorvete com nanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada e com
50% de reducao de agucar; C = Sorvete hanoemulsdo contendo 0,2% de luteina encapsulada, com 50% de reducéo de agucar e
com &cido citrico anidro.

(Fonte: Prépria autoria)
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Figura 14. Gréfico de radar da distribuicdo da frequéncia dos termos descritivos no questionario CATA
dos sorvetes de maracuja.
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(Fonte: Propria autoria)

Conforme apresentado na Tabela 16 e Figura 14, os termos mais citados para o
sorvete A pelos provadores em ordem decrescente foram: cor alaranja, aparéncia cremosa,
sabor cremoso, pouco &cido, muito doce, derrete devagar, sabor de leite, suave e sabor
residual. Por sua vez, os atributos menos citados foram: muito écido, pouco doce, cor
amarelada, duro, cristais de gelo, sensacdo gordurosa, aerado e derrete rapido.

Por sua vez, os termos com maior frequéncia de citagdo para o tratamento B, em
ordem decrescente, foram: cor amarelada, pouco &cido, sabor cremoso, aparéncia cremosa,
pouco doce, derrete rdpido, suave e sabor de leite. Os termos citados com menor frequéncia
foram: cor alaranjada, muito &cido, muito doce, duro, sensacdo gordurosa e aerado.

Para o sorvete C, os termos mais citados, em ordem decrescente, foram: cor
amarelada, suave, sabor cremoso, pouco doce, aparéncia cremosa, derrete rapido e muito
acido. Os atributos menos citados para formulagéo foram: cor alaranjada, muito doce,
pouco &cido, duro, sensagdo gordurosa, sabor residual e aromade leite.

Osresultados do teste CATA para os sorvetes B e C apresentaram como termo mais

citado pelos provadores cor amarelada, enquanto que o sorvete controle teve menor citagéo
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desse termo, com uma frequéncia maior para cor alaranjada. Tal fato confirma os dados
obtidos pela colorimetria instrumental.

O sorvete controle apresentou entre os atributos mais citados o termo derretimento
lento, ja os sorvetes B e C obtiveram no grupo dos termos mais citado o derretimento rapido.
Essa percepcdo estd de acordo com os resultados obtidos para taxa de derretimento, que
mostraram que o sorvete controle alcancou uma menor porcentagem de derretimento por
minuto do que os tratamentos com a nanoemulsao e reducao de agucar.

Em relag&o ao termo duro, os trés tratamentos exibiram para esse atributo entre os
termos com menor frequéncia de citacdo. Assim como no teste de aceitagéo, os resultados
diferem dos encontrados na andlise instrumental do perfil de textura (TPA), que
apresentaram maiores valores para o parametro de dureza. Esses dados mostram a
importancia de relacionar as propriedades mecéanicas que sdo aquelas que os equipamentos
conseguem detectar, com as propriedades sensoriais as quais os provadores conseguem
analisar e julgar.

Pelo teste CATA ainda pode-se observar que os termos sabor cremoso e aparéncia
cremosa estiveram no grupo dos termos mais citado para todos os tratamentos. Tais termos
podem ser considerados como positivos, indicando novamente que 0s sorvetes de maracuja
incorporando nanoemulsdo de luteina e com 50% de reducdo de agUcar sdo produtos com

alta aceitabilidade do ponto de vista do sabor e aparéncia pelos provadores.



68

6 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho de Mestrado, foi possivel
desenvolver um sorvete de massa enriquecido com luteina nanoencapsulada. Os resultados
foram altamente satisfatorios do ponto de vista tecnoldgico da viabilidade da incorporacéo
da luteina nanoencapsulada no sorvete, comprovados pela caracterizacédo fisico-quimica. Do
ponto de vista sensorial, o produto foi bem aceito pelos provadores nos atributos avaliados,
tanto no teste de aceitacdo, sendo perceptivel também pelos resultados dos termos do teste
CATA para os tratamentos. Portanto, foi possivel a formulacdo de um produto de alta
aceitabilidade, formulado com 100% de substituicdo do mix comercial pela nanoemulsédo de
luteina, que se mostrou como uma opc¢ao aplicavel, resultando em um sorvete com corante
natural substituindo corantes artificiais. Além disso, os ensaios de digestdo in vitro
mostraram que é possivel inferir que ha uma quantidade de luteina ainda significativa na

forma bioacessivel para consumidores seniores apds a digestao no trato gastrointestinal.
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APENDICE A - Ficha da avaliag&o sensorial dos sorvetes

Nome:

Data:__ / /

Vocé estd recebendo 5 amostras de sorvetes sabor maracuja. Por favor, avalie o produto e

Atributos Amostra | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
N°: N°: N°: N°: N°:
Sabor de leite
Pouco doce
Muito doce

Cristais de gelo

Derrete devagar

Derrete rapido

Aerado

Suave

Sensacgédo gordurosa

Duro

Sabor cremoso

Aparéncia cremosa

Sabor residual

Aroma de leite

Pouco acido

Muito acido

Cor alaranjada

Cor amarelada

marque com (X) todos atributos que descrevem apropriadamente sua experiencia com cada

amostra avaliada.
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Avalie cada uma das amostras e
seguintes caracteristicas:

use a escala para indicar o quanto vocé gostou ou desgostou das
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Escala:

1 - Desgostei extremamente
2 — Desgostei muito

3 — Desgostei moderadamente
4 - Desgostei ligeiramente

5 — Nem gostei/nem desgostei
6 — Gostei ligeiramente

7 — Gostei moderadamente

8 — Gostei muito

9 — Gostei extremamente

Amostra

Cor

Aroma

Sabor

Textura

Impressao
global

N°:

N°:

Ne:

Ne:

Ne:

Comentarios:






